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Untersuchungen iiber die Gallensauren. Il. Mitteilung.') 


Zur Kenntnis der Choleinsaure. 
Von 


Heinrich Wieland und Hermann Sorge. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1916.) 


Aufer der Cholsiure C,,H,,0,, die im Jahre 1848 von 
Strecker entdeckt worden ist, hat man spiiterhin noch zwei 
sauerstoffirmere Siiuren, von der Zusammensetzung C,,H,,90,, 
aus der Galle isoliert, die Choleinséure und die Desoxychol- 
siure. Die Choleinsaure ist im Jahre 1885 von Latschinoff?) 
aufgefunden worden, und zwar gelang mit Hilfe ihres schwer- 
léslichen Baryumsalzes die Abtrennung von der Cholsaéure. Der 
Irrtum Latschinoffs, der die Choleinsaure mit der empirischen 
Formel C,,H,,0, versah, wurde durch spatere Bearbeiter richtig- 
gestellt, die fiir sie die allgemein anerkannte Zusammensetzung 
C,,H,,0, festlegten. Schon ein Jahr nach der Entdeckung der 
Choleinsaéure isolierte Mylius*) aus verseifter Ochsengalle die 
zweite Saure von der gleichen Zusammensetzung, die Desoxychol- 
siure. Eine eingehende Untersuchung von Latschinoff be- 
schaftigt sich dann mit dem Verhiltnis, in dem die beiden 
Séuren zu einander stehen.‘) Es wird darin versucht, die von 
Mylius angenommene Verschiedenheit auf Grund wenig iiber- 
zeugender Versuche zu widerlegen. Nach Latschinoffs 
Meinung soll die Desoxycholsiiure ein Halbhydrat der Cholein- 
siure sein, sich also um den Bestand eines halben Molekiils Wasser 
von ihr unterscheiden, obwohl die beiden Siéiuren verschiedene 
Salze bilden und obwohl es nicht méglich ist, Desoxycholsiure 
in Choleinséure zu verwandeln. Das Isomerenpaar fiihrt in den 





') I. Mitteilung: Diese Zeitschr., Bd. 80, S. 287 (1912). 
*) Ber., Bd. 18, S. 3039. 

3) Ber., Bd. 19, S. 374 (1886). 

*) Ber., Bd. 20, S. 1043 (1887). 
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2 Heinrich Wieland und Hermann Sorge, 


nachsten 25 Jahren ein schwankendes Dasein in der Literatur, 
die meisten Chemiker verneinen im Vertrauen auf Latschinoffs 
Versuche und Anschauung die Existenz der beiden isomeren 
Siuren, andere aber, die sich persdnlich mit dem Gegenstand 
befassen, werden durch die augenfalligen und greifbaren Unter- 
schiede dazu bewogen, sie als scharf gesonderte Isomere zu 
betrachten, Dieser Standpunkt wird namentlich von Pregl 
vertreten. Der auf dem Gebiet der Gallensiuren wohlbewanderte 
Chemiker bringt den fiir die Verschiedenheit der beiden Saéuren 
entscheidenden Beweis, indem sie ihm bei der Oxydation mit 
Chromsiure zwei durch den Schmelzpunkt und namentlich durch 
das Drehungsvermégen von einander scharf unterschiedene 
Dehydrosiuren C,,H,,0, geben.') Kurz vorher hat auch Lang- 
held zu der Frage Stellung genommen. In einer Untersuchung,?) 
die sich mit der Trennung und Reindarstellung der drei 
Gallensiiuren befaBt und die ein neues fiir die Gewinnung 
reiner Cholsiiure heute unentbehrliches Verfahren gebracht hat, 
erhilt er die zwei Sauren im Einklang mit der Beschreibung 
von Latschinoff und Mylius als durch den Schmelzpunkt 
und die Léslichkeitsverhéltnisse durchaus voneinander unter- 
schiedene Stoffe. Wer die beiden Saéuren einmal aus Galle 
isoliert hat, kann in der Tat nur schwer verstehen, wie man 
die ausgezeichnet charakterisierten Substanzen tiberhaupt jemals 
fiir identisch halten konnte. Die folgende Gegeniiberstellung 
soll dies deutlich machen. 


Choleinséure Desoxycholsaure 

Schmelzpunkt ..... 186—188° 172—173° 
Krystallform ...... rhombisch tetragonal 
Léslichkeit in Alkohol 

- See See i: S 1:2 

re ae i: 1:4 
Eisessig (kalt) ..... leichtléslich schwerléslich 
Spez. Drehungsvermégen’)  -+- 48,47° +- 51,86° 


Als wir die beiden Séuren im Vakuum erhitzten, um aus 
ihnen in gleicher Weise wie bei der Cholsiure Wasser heraus- 


1) Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 157 (1910). 
*) Ber., Bd. 41, S.378 (1908). 
’) Pregl, Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 158 (1910). Vgl. dazu S. 16 u. 20, 
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zuspalten,!) beobachteten wir bei der Choleinsaure ein anderes 
Verhalten als bei der Desoxycholsidure. Diese geht dabei glatt 
in Choladiéncarbonsiure tiber, woriiber wir demniichst berichten 
werden. Auch aus der Choleinséure entsteht zum grOoBten Teil 
diese Siiure, daneben aber als Art von Vorlauf zu 6 bis 8 °/o 
der eingesetzten Substanz eine bei etwa 58° schmelzende 
gesattigte Saure, die in der Zusammensetzung auf Margarin- 
siure C,,H,,0, stimmte. Bei der Einwirkung von Natrium- 
aithylat auf Choleinsiure wird diese Fettsdure in ungefiihr dem 
gleichen Verhiltnis abgespalten, der Rest der Choleinsiure 
geht dabei in Desoxycholsdure tiber. Auch Kochen in Xylol 
lieferte jene anfangs fiir Margarinséure gehaltene Fettséure. 
Obwohl wir Priiparate von Choleinséure verschiedener Herkunft 
beniitzt hatten, die alle unter sich gleichartig und mit den 
Angaben in der Literatur in Ubereinstimmung waren, hielten 
wir es doch fiir ritlich, auch eine Choleinséiure aus anderer 
Hand auf die gefundene Reaktion zu priifen. Herr Kollege 
Hans Fischer konnte uns in willkommener und dankenswerter 
Weise ein Priparat tiberlassen, das nicht aus Galle, sondern 
aus Rindergallensteinen durch einfache Extraktion mit Ather 
gewonnen war.”) Es unterschied sich in nichts von unseren 
Choleinséuren und gab die neue Reaktion genau wie diese. 
Unsere urspriingliche Hoffnung, wir hitten damit einen Uber- 
gang von den Gallensduren zu den Fettsauren gefunden, erwies 
sich im Fortgang der Untersuchung als triigerisch. Ks stellte 
sich némlich heraus, dafB die Choleinsaéure nicht mit der 
Desoxycholsadure isomer ist, das sie vielmehr ein 
eigentiumliches Kombinationsprodukt aus Desoxychol- | 
siure und Fettsauren (Palmitin- und Stearinsiure) dar- 
stellt. Unsere vermeintliche Margarinsaure war ein Gemisch 
dieser beiden Saéuren. Was die Klarlegung der Sachlage er- 
schwert und den jahrzehntelangen Irrtum verursacht hat, das 
ist das eigentiimliche st6chiometrische Verhiltnis, in dem die 
Bestandteile zueinander stehen. Es kommen niamlich auf 
1 Molekiil Fettsaure 8 Molekiile Desoxycholsaure. Da- 





!) Diese Zeitschr., Bd. 80, S. 287 (1912). 
2) Ebenda Bd. 76, S. 95 (1914). 
4° 
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durch nihert sich die Zusammensetzung so weit der Formel 
C,,H,,0,, daB eine Unterscheidung durch die Analyse nicht mehr 
moglich ist. Die Fettséure ist anderseits so fest an die Desoxychol- 
siiure gebunden, dafB das gepaarte System der Choleinsaure 
selbst in den Salzen erhalten bleibt. Die Choleinsaure bildet 
in der Tat das von Latschinoff beschriebene sch6n krystalli- 
sierte Baryumsalz. Eine alkoholische Lésung der Sdure laBbt 
beim Einengen nur Choleinsaure auskrystallisieren, die auch 
beim volligen Verdampfen ungespalten als Riickstand bleibt. 
Unter diesen Bedingungen, die seither in der Regel zur An- 
wendung kamen, enthiillt also die Choleinséiure ihre wahre Natur 
nicht. Dagegen wird beim Umkrystallisieren aus heifem Eis- 
essig die Fettsdure abgespalten. Latschinoff gibt auch an, 
dafi ihm die in Eisessig geléste Choleinséure als Desoxychol- 
siiure auskrystallisiert sei, aber er hat Sinn und Bedeutung dieser 
Veriinderung nicht erkannt. Seine im allgemeinen auf gute 
und zuverlissige Beobachtung gegriindeten Resultate verlieren 
gerade hier an Wert infolge des verhingnisvollen experimen- 
tellen Irrtums, dai die aus Eisessig gewonnene «wéassrige 
Choleinséiure» — d.i. die Desoxycholsiure — aus Alkohol zum 
Teil als wasserfreie Choleinsaure, d. h. als wahre Choleinséure 
auskyrstallisiere. 

Der Auffassung der Choleinsaéure als Additionsprodukt von 
Fettséure und Desoxycholséure in dem angefiihrten ungewohn- 
lichen Verhaltnis widerspricht noch die Angabe Pregls, nach 
der aus den beiden Saduren durch Oxydation mit Chromsdure 
verschiedene Dehydrosduren entstehen sollen. Die Nachpriifung 
ergab, wie vorauszusehen war, dai jene Angabe auf einem 
Irrtum beruht, der im experimentellen Teil seine Aufklarung finden 
wird. In Wirklichkeit liefern beide Saéuren die gleiche 
Dehydro-Desoxycholsdure C,,H,,0,; aus der Choleinsaure 
wird nebenbei die Fettséure abgespalten. SchlieBlich hat die 
einfache Synthese der Choleinséiure zur voOlligen Klarstellung 
ihrer Natur gefiihrt. Eine alkoholische Lésung von Desoxychol- 
sdiure laBt auf Zugabe von Fettsiure (Palmitin-, Stearin- oder 
Olsiure) eine Verbindung auskrystallisieren, die in jeder Be- 
ziehung mit der natiirlichen Choleinsaure identisch ist. Es ist 
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gleichgiiltig, welche Menge von Fettsiiure man zusetzt, immer 
krystallisiert ein einheitliches Additionsprodukt vom Schmelz- 
punkt ca. 186° aus, das die beiden Komponenten in dem er- 
wihnten Verhaltnis enthalt. Dabei bekommt man naturgemah 
aus jeder der drei Fettsaiuren eine besondere Choleinsaure, aber 
die geringe Zumischung an dem Fettsaurebestandteil (ca. 8 °/o) 
aindert den chemischen Charakter so wenig, daf} die drei Cholein- 
siuren in ihren physikalischen Eigenschaften keine wesentlichen 
Unterschiede aufweisen. So haben sie fast den gleichen Schmelz- 
punkt, zeigen sehr ahnliche krystallographische Verhaltnisse und 
geben daher bei der Mischprobe keine Schmelzpunktsdepression. 
Dies ist der Grund, weshalb die natiirliche Choleinsiure bisher 
als einheitliche Substanz aufgefaBt wurde, wahrend sie in Wirk- 
lichkeit ein Gemisch von Palmitin-, Stearin- und haufig auch 
Olein-Choleinsaiure ist. Ein geringer Léslichkeitsunterschied 
veranlaBt, da® bei fortgesetzter Krystallisation der natiirlichen 
Choleinsaure ihr Gehalt an Stearin-Choleinsiure zunimmt, die 
Olsiiurekomponente dagegen verschwindet. So ist das Praparat, 
das Latschinoff krystallographisch messen lief, nach der 
Kontrolle, die Geheimrat von Groth im hiesigen Mineralogi- 
schen Institut vornehmen lief, reine Cholein-Stearinséure 
gewesen (vgl. dazu den krystallographischen Teil). Die Olsaiure 
wird von der Choleinséurebildung auch dann ausgeschaltet, 
wenn ein Vorherrschen der gesattigten Fettsiuren in der Galle 
die vorhandene Desoxycholséiure mit Beschlag belegt. 


Die Choleinsaéure als Typus. 


Die auffallende Eigenschaft der Desoxycholsaure, mit den 
hoheren Fettséuren verhaltnismiibig fest gefiigte Additionsverbin- 
dungen zu liefern, hat dann zur Ubertragung der Reaktion auf 
die ganze Klasse der Fettsiiuren und weiter auf zahlreiche 
andere Korpergruppen gefiihrt. Es hat sich ergeben, daB fast 
iiberall bei organischen Verbindungen solche Anlage- 
rungen sich vollziehen, dai aus allen untersuchten 
Reihen schon krystallisierte Derivate von ahnlicher 
Festigkeit, wie sie die Gallencholeinsiure besitzt, 
dargestellt werden kénnen. Die Choleinséure wird da- 
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durch~zu einem Typus fiir diese neuartigen Kombinations- 
produkte der Desoxycholsaure, und wir dehnen diesen Namen 
auf die ganze neue Klasse aus, die uns nicht nur eine syste- 
matische und valenztheoretische, sondern vor allem eine be- 
achtenswerte physiologische Bedeutung zu haben scheint. Die 
einzelnen Vertreter bezeichnen wir mit dem gemischten Namen, 
indem wir die verinderliche Komponente voranstellen. Wir 
sprechen also von einer Stearin-Choleinsiure, einer Xylol-, 
Kampfer-, -Phenol- usw. Choleinsaure. 

Zuerst wollen wir die Choleinséuren der Fettséurereihe 
behandeln. Es wurde zunichst festgestellt, daf alle Fettsiuren, 
die herangezogen wurden, Choleinsauren geben, von der Stearin- 
und Palmitinsiure abwarts die Caprylsadure, Buttersiure, 
Propionsaéure, Essigsdure. Ameisensiure gibt bemer- 
kenswerterweise keine Choleinséure. Man sieht also, dab 
es die Kohlenwasserstoffgruppen in den Fettséuremolekilen sind, 
die die Bindung mit der Desoxycholséiure vermitteln. Die 
Essigsiure-Choleinsiiure ist schon lange bekannt, sie ist nichts 
anderes als die Krystall-Eisessig-Verbindung der Desoxycholsiaure, 
die von Mylius*) wegen ihrer ziemlich geringen Léslichkeit zur 
Isolierung und Reinigung der Desoxycholsaure beniitzt worden ist. 
Die Essigsiiure ist in ihr auferordentlich fest gebunden. 

Bestimmend fiir eine ausfiihrlichere Untersuchung der 
ganzen Reihe war die Frage nach der quantitativen Beteiligung 
der einzelnen Glieder am Aufbau der Choleinséure. Dabei 
ergab sich, daB das molekulare Verhaltnis von Fettsaure zu 
Desoxycholsiiure mit steigendem Molekulargewicht kleiner wird. 
Die Essigsiiure-Choleinséure enthalt die Bestandteile im Ver- 
hiltnis 1:1, Palmitin- und Stearin-Choleinséure im Verhaltnis 
1:8, in der Propion-Choleinséiure kommen auf 1 Molekiil Fett- 
siure 3 Molekiile Desoxycholséure, in der Buttersdéureverbin- 
dung 4, in der Caprylsiureverbindung 5 Molekiile. Das Ver- 
haltnis andert sich, wie man sieht, nicht genau arithmetisch 
(sonst miifte Propionséure 1, Caprylséure 4 Molekiile Desoxy- 
cholséure binden), aber es ergibt sich aus der Reihe doch 
deutlich, daB nicht die Carboxylgruppen, sondern die 


4) Ber., Bd. 19, S. 375 (1886). 
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Methylen- bezw. Methylgruppen die chemische Energie 
zur Bindung der Desoxycholsiuremolekiile hergeben. 
Damit stimmt auch aufs beste iiberein, da8B sich von der 
Ameisensiaure keine Choleinsiure erhalten |ibt. 

Aromatische Kohlenwasserstoffe liefern ebenfalls sehr 
stabile Choleinsiiuren. Die von Xylol und Naphthalin wurden 
genau untersucht. In ihnen ist jeweils 1 Molekiil des Kohlen- 
wasserstoffs mit 2 Molekiilen Desoxycholséiure verbunden. Sie 
k6nnen ohne jede Veranderung aus heifem Alkohol umkrystal- 
lisiert werden, krystallisieren priichtig und schmelzen beide 
um einiges hdher als die reine Desoxycholsdure. Weiter 
wurden Choleinsiiuren mit Benzoesiure, Benzaldehyd, 
Kampfer, Phenol, Carvon, Salol, Cholesterin und anderen 
Verbindungen dargestellt. Ist die Choleinsiiure in Alkohol 
leichter l@slich als Desoxycholsiiure, so verfahren wir so, daf 
wir die Desoxycholsiiure in der Schmelze des anderen Bestand- 
teils lésen und den Uberschu8 davon durch ein geeignetes 
LOsungsmittel, wie Petrolither, entfernen. Nach dieser Methode 
wurden z. B. die Choleinséiuren des Phenols, des Kampfers und 
des Benzaldehyds gewonnen. Hervorzuheben ist, dafi die 
Choleinsiuren mit riechender Komponente vollkommen ge- 
ruchlos sind. In der Benzaldehyd-Choleinsiure hat der ge- 
bundene Aldehyd seine Oxydierbarkeit verloren, man kann die 
Verbindung tagelang an der Luft liegen lassen, ohne daf sie 
eine Verinderung erleidet. 

Nach unseren Feststellungen unterliegt es keinem Zweifel, 
daB die festen krystallisierten Choleinsiuren aus auBerordent- 
lich groBen Molekiilen aufgebaut sind; das Molekulargewicht 
der Stearin-Choleinsaure ist z. B. 3420. Es ist bemerkenswert, 
dali Substanzen von dieser Molekulargréfe, die der des Eiweifes 
sich nihert, noch so ausgezeichnet krystallisieren. Der Zu- 
stand der L6sungen ist noch zu untersuchen. Man wird hier 
an den Zerfall in die Bestandteile denken, aber dieser Zerfall 
ist sicher kein vollstindiger, hdchstens ein teilweiser. Denn 
die Ergebnisse der polarimetrischen Untersuchung lehren, dab 
das Drehungsvermogen der Choleinsduren nicht dem des aktiven 
Bestandteils, der darin enthaltenen Desoxycholsdure, entspricht. 
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So ist [a], fiir Stearin-Choleinsaure gleich -- 49,11°, wahrend 
sich aus dem Drehungsvermégen der darin enthaltenen Desoxy- 
cholsiure subtraktiv der Wert von + 52,26 berechnen wiirde. 

Auffallenderweise lieSen sich von der Cholsdure keine 
den Choleinsaéuren analoge Verbindungen gewinnen, nicht ein- 
mal mit den héheren Fettséuren. Als Cholsiéure in geschmol- 
zener Stearinsiiure gelést und die erstarrte Schmelze mit 
Petrolather extrahiert wurde, blieb reine Cholséure vom 
Schmelzpunkt 196° zuriick, wahrenddem natiirliche Cholein- 
siure selbst nach 15 stiindiger Extraktion im Soxhlet kaum 
Spuren von Fettsaéure an Petrolather abgab. Die in der Lite- 
ratur zerstreuten Angaben, daB Fettsaéure von Cholsdure zahe 
zuriickgehalten werde, sind daher falsch. Sie sind zweifellos 
darauf zuriickzufiihren, daf die verwendete Cholséure mit 
Choleinsiiure vermischt war. Damit finden auch die seinerzeit 
Aufsehen erregenden Angaben Tappeiners,!) dai bei der 
Oxydation von Cholsdéure Fettsaéure gebildet werden soll, ihre 
Erklarung. Es war eben friiher ohne das erwahnte Lang- 
heldsche Reinigungsverfahren fast unmdglich, von Cholein- 
siure und damit von Fettséure freie Cholsiure darzustellen. 
Trotzdem deutet die Tatsache, dai die in Wasser fast unlés- 
lichen Natronseifen von Alkalicholaten gelést werden, auch fiir 
die Cholsaéure auf ein, wenn auch gegeniiber der Desoxychol- 
sdiure abgeschwachtes AnlagerungsvermOégen hin. 


Die Salzbildung der Choleinsauren. 


Das Verhalten der Choleinséuren gegen Alkalien bean- 
sprucht ein besonderes Interesse, aus chemischen Griinden 
und vor allem im Hinblick auf die Vorgainge im Darm, an 
denen die Galle mit ihrem Hauptbestandteil, den gallensauren 
Natriumsalzen, beteiligt ist und von denen im nachsten Kapitel 
eingehender die Rede sein wird. Wie oben erwdhnt wurde, 
bildet die Choleinséure aus Galle ein einheitliches Baryumsalz. 
Der Komplex (8C,,H,,0, +- C,,H,,0,) geht unverandert in den 
Salzzustand hinein. Baryum-Choleinat ist in kaltem Alkohol 





') Liebigs Annalen, 194, S. 227 (1878); Ber., Bd. 12, S. 1627 (1879). 
Vg). dazu Latschinoff, Ber., Bd.12,S.1022; Kutscheroff, ebenda, S, 2325. 
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spielend léslich — das Stearat ist darin unléslich — und wird 
aus heifem, verdiinntem Alkohol in schéner Krystallisation 
erhalten, in feinen Nadelbiischeln, die dem desoxycholsauren 
Baryum sehr dhnlich sind, sich aber durch den feststehenden 
Fettsiuregehalt von ihm unterscheiden. Es wird sicher auch 
moglich sein, die Alkalisalze der Choleinsiiure zu _ isolieren. 
Dafi sie existieren, geht schon aus der Tatsache hervor, dab 
eine Lésung von desoxycholsaurem Natrium die schwerléslichen 
Natronseifen spielend aufnimmt. Merkwiirdigerweise beschriinkt 
sich der Lésungsgrad nicht auf das in den freien Choleinséuren 
festgestellte Verhaltnis, sondern tibersteigt es beispielsweise 
beim Natriumpalmitat um das Vierfache, d. h. 1 Molekiil Natron- 
seife wird von 2 Molekilen Natriumdesoxycholat aufgenommen. 
In der Salzform dufert also die Desoxycholsiure eine ¢ 
starkere Bindungskraft als im Zustand der freien 
Saure. ° 

Diejenigen Choleinséiuren nun, deren Komponenten keine 
Sauren und in Wasser nicht léslich sind, wie die Naphthalin-, 
Kampfer-, Benzaldehyd-, Cholesterin-Choleinsiiure verhalten sich 
bei der Salzbildung etwas anders als die Choleinsaéuren der 
Fettsdurereihe. Bringt man z. B. Naphthalin-Choleinsaure durch 
verdiinntes Ammoniak zur Lésung, so scheidet sich fast augen- 
blicklich ein Teil des Kohlenwasserstoffs aus. Es bildet sich 
dabei ein Gleichgewicht zwischen Choleinat auf der einen, 
Desoxycholat und Naphthalin auf der andern Seite. 

[(CogHy90,NH,). - CygHs] C—% 2 C,H 590,NH, 4- CoH, 

Dieses Gleichgewicht laBt sich nach den Regeln des Massen- 
wirkungsgesetzes beeinflussen. Setzt man niémlich der triiben 
oder von Krystallen erfiillten Lésung eine solche von desoxy- 
cholsaurem Natrium zu, so geht der abgespaltene Bestandteil, 
hier also das Naphthalin, wieder als Choleinat in Losung. 
Daraus ergibt sich die wichtige Tatsache, da’ Stoffe, die in 
Wasser so gut wie ganzunloslich sind, z.B. Naphthalin, 
Xylol, Cholesterin, Strychnin, Azobenzol, Kampfer, 
durch eine wisserige L6sung von Natriumdesoxy- 
cholat in L6sung gebracht werden. 

Beim Lésen derartiger Choleinsiéiuren in Lauge oder Soda 


i. 
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wird der neutrale Bestandteil im allgemeinen nicht abgespalten. 
Die Loésungen bleiben im Gegensatz zu den ammoniakalischen klar. 
Die Cholsdéure, von der sich freie, den Choleinsiuren analoge 
Derivate, wie erwihnt, nicht fassen lassen, besitzt in ihren Alkali- 
salzen — das zeigt schon die Auflésung von Natronseifen — eben- 
falls die Fahigkeit, eine groBe Menge wasserunloslicher Stoffe, 
zu denen auch die erwiihnten gehoren, zu kombinierten Salzen 
zu lésen. Mit der besprochenen neuentdeckten Eigenschaft der 
gallensauren Alkalisalze, wasserunloésliche Stoffe in Lésung zu 
bringen, kommen wir auf die 


physiologische Bedeutung der Galle, 


wie sie sich auf Grund der so gewonnenen chemischen Kennt- 
nisse darstellt. Man wird gegen den Versuch, die an der 
Desoxycholsiiure und Cholsiiure gemachten Erfahrungen auf 
die natiirlichen gepaarten Gallensaiuren zu tibertragen, den an 
sich berechtigten Einwand erheben, da in der Galle jene 
Séuren ja nicht in freier Form, sondern nur mit Glykokoll und 
Taurin gepaart vorkommen. In der Tat liegt bis jetzt kein 
Beweis fiir das Gegenteil vor, und miihevolle und zeitraubende 
Versuche, durch die wir die Frage nach dem Vorkommen der 
ungepaarten Gallensiuren in der Galle beantworten wollen, 
sind noch nicht zum Abschlu8 gelangt. Wir brauchen ihr 
Resultat indes nicht abzuwarten, da uns zwei Arbeiten aus 
dem Institut von Hammarsten in willkommener Weise die 
hier nodtigen Unterlagen liefern. Wahlgren!) hat aus der 
Galle die sogenannte Glykocholeinsaure isoliert, und seine experi- 
mentellen Angaben zeigen unzweideutig, daB er mit ihr in der 
Tat eine Choleinsiure in der Hand gehabt hat. Das gleiche 
hat auch Gulbring?) fiir die Taurocholeinsiure sichergestellt. 
Dadurch ist erwiesen, daf das Choleinséiureprinzip — so 
wollen wir die von uns entdeckte Anlagerungsfihigkeit der 
Gallensiuren nennen — auch fiir die gepaarten Desoxy- 
cholsiuren Giltigkeit hat. Zudem wird gezeigt werden, 
da sich in der Galle selbst die hier interessierenden 


') Diese Zeitschr., Bd. 36, S. 556 (1902). 
?) Diese Zeitschr., Bd. 45, 5S. 456. 
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Eigenschaften der freien gallensauren Salze unver- 
andert wiederfinden. 

Die moderne Stoffwechselphysiologie ist mehr und mehr 
zu der Auffassung gekommen, daB alle Stoffe, die vom Magen- 
Darmkanal aus dem Organismus zugefiihrt werden, in wasser- 
lésliche Form gebracht werden miissen. Nur Liésungen werden 
von den Zellen der Darmwand resorbiert und von da aus 
durch Blut oder Lymphe weiterbewegt. Fir die Erniahrung 
leistet der Verdauungsprozel} diesen wichtigen Dienst, indem 
durch hydrolysierende Fermente (Amylasen, Lipasen, Proteasen) 
die vorher in Wasser unldslichen Nahrungsstoffe wasserldéslich 
gemacht werden. Nur fiir die Fettresorption steht die Frage 
noch offen, ob hier nicht auch sehr feine Emulsionen von den 
Darmepithelien aufgenommen werden koénnen. Fiir Stoffe, die 
nicht durch einfache Hydrolyse léslich gemacht werden, besitzt 
der Organismus in den Driisensekreten von Magen und Darm 
keine Hilfsmittel zur Léslichmachung. Hier scheint nun das 
Choleinséureprinzip eine wichtige Aufklarung zu_ bringen. 
Es war bisher unversténdlich, wie Stoffe von sehr geringer 
Wasserloslichkeit, z. Bb. gewisse Alkaloide, wie Strychnin oder 
Chinin, per os eingegeben so rasch zur Resorption und Wir- 
kung kommen k6énnen, obwohl sie, nach den Erfahrungen im 
Reagenzglas, unter der alkalischen Wirkung des Darmsaftes 
als freie unlésliche Basen augenblicklich zur Fallung kommen 
miiBten. Die im experimentellen Teil beschriebenen Versuche 
mit den beiden Alkaloiden zeigen, da®i durch Natriumdesoxy- 
cholat und auch -cholat ihre Fillbarkeit aufgehoben wird. 
Frische Galle bringt die gleiche Wirkung hervor. Wir glauben, 
daf8 durch das Choleinsaéureprinzip die Resorption von in 
Wasser unldslichen Stoffen ganz allgemein erkliirt wird, dah 
also die Galle u. a. auch die wichtige Funktion hat, Substanzen, 
die durch die Verdauung nicht zur L6sung kommen, durch die 
Darmwand hindurch zu transportieren.'!) Von diesem Gesichts- 


') Wenn diese Theorie richtig ist, muf sie sich durch folgenden 
Versuch beweisen lassen: Ein Tier mit Gallenfistel sollte nach Eingabe von 
Strychnin die typischen Vergiftungserscheinungen nicht oder zum mindesten 
viel langsamer zeigen als ein Tier mit normaler Gallenentleerung. 
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punkt aus wird auch die Resorption von unverseiftem Fett 
verstiindlich. Gallensaure Salze lésen auch Fette. Die Aktivierung 
der Darmlipase durch die Galle diirfte damit zusammenhingen, 
daB das Fett in Lésung gebracht und dadurch der Einwirkung 
des Enzyms leichter zugiinglich gemacht wird.') Die Fettlosung 
durch gallensaure Salze laft sich an der Milch sehr deutlich 
demonstrieren. Auch die Verhiiltnisse der Cholesterinresorption 
werden jetzt klarer. Wenn es gelingt, Beziehungen zwischen 
dem Gallensiiuregehalt der Galle und Neigung zur Gallenstein- 
bildung zu finden derart, daf Cholelithiasis mit Armut an gallen- 
sauren Salzen zusammenhangt, so ist ein wichtiger pathologischer 
Beitrag fiir die Bedeutung des Choleinsiureprinzips erbracht und 
gleichzeitig auch vielleicht eine wissenschaftliche Grundlage ge- 
geben fiir die empirische Therapie der Verordnung von Gallen- 
siurepriparaten als Cholagoga an Gallensteinleidende. 

Uber die Teilnahme der gallensauren Salze am grofen 
Blutkreislauf ist zu wenig bekannt, als daf man _ berechtigt 
ware, die Folgerungen des Choleinséureprinzips auch in diesem 
Zusammenhang zu diskutieren. Aber wir moéchten doch auf 
die grofe Wichtigkeit hinweisen, die die Losung dieser Frage, 
d. h. ob das Blut gallensaure Salze enthalt oder nicht, fir das 
Problem der Hydrodiffusion der Kérperzellen, fiir die Mechanik 
des ganzen Stoffwechsels haben k6énnte. Der Weg scheint 
gegeben in der glanzenden Methode, mit der neuerdings Abel 
die Gegenwart freier Aminosdéuren im Blut nachgewiesen hat.?) 


Experimenteller Teil. 


Fiir die Darstellung der Desoxycholséure bezw. Cholein- 
siiure aus Galle verweisen wir vorlaufig auf die Angaben der 
Literatur, in besonderem auf die von Pregl.) Die Auf- 
arbeitung der Gallenséiuren nach Langheld,‘) welche die 
vorziigliche Reinigung der Cholsaéure iiber das Natriumsalz 


') Vgl. dazu A. Hamsik, Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 232 (1910). 

*) Vel. Zitat in Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen 
Chemie, 3. Aufl., 1914, S. 540. 

5) Monatshefte, Bd. 24, S. 19 (1903). 

*) Ber., Bd. 41, S. 381 (1908). 
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ermOglicht, enthalt fiir die Isolierung der beiden anderen 
Sauren den grundiegenden Irrtum, da® der Ester der Desoxy- 
cholséiure in Ligroin unldslich sei. Das Verfahren ist aus 
diesem Grunde unbrauchbar. Wir werden in einer spateren 
Abhandlung ausfiihrlich tiber die Verarbeitung von Ochsen- 
galle und iiber die Darstellung der Desoxycholsiiure berichten. 
Bei den tiblichen Methoden erhalt man stets die gew6hnliche 
Choleinséiure, das zusammen krystallisierende Gemisch von im 
wesentlichen Palmitin- und Stearin-Choleinséure. Sie ist durch 
Umkrystallisieren aus der 5fachen Menge heifen Alkohols 
oder der 6 fachen Menge Holzgeists rein zu erhalten und zeigt 
dann den Schmelzpunkt 186 bis 187°; bei 182° beginnt die 
Substanz weich zu werden. Beim Abkihlen erstarrt sie bei 
175° wieder zu Krystallen. Aus Lésungen, die nicht heif 
gesittigt sind, lassen sich beim langsamen Abkihlen grofe, 
glinzende Krystalle erhalten, die sich als Prismen mit ab- 
geschriagter Basis darstellen und meist zu Rosetten gruppiert sind. 

Die vielen Analysen, die vorliegen, stimmen auf ein 
Isomeres der Desoxycholséure, sie lassen den Eintritt von 
Fettsaéure in dem geringen Verhiltnis von 1:8 Molekiilen nicht 


erkennen. 
Fir C,,H,,0, C 73,41  N 10,28 
» (C,,H,,0,), -+- C,,H,,0, *) C 73,63 H 10,39. 

Fiir das spezifische Drehungsvermégen fanden wir an 
einem Praparat vom Schmelzpunkt 185° den gleichen Wert 
wie Pregl}: 

C = 2,05 %o; Diff. + 0,99. [a] = + 48,289 (Pregl +- 48,472, 
Langheld 47,97°, Fischer u. Meyer ®) 48,72°). 

Die Abspaltung der Fettsiure wurde zuerst bei der 
trockenen Destillation der Choleinséure im Vakuum_ wahr- 
genommen. Dabei gingen bei ca. 250° etwa 6°/o der an- 
gewandten Siure als leicht erstarrendes Ol iiber. Auf Grund 
der Analysen und der Titration schien Margarinsdéure vorzu- 
liegen, die sich indes nicht identifizieren lie}. Der Vergleich 
mit einem Gemisch von Palmitin- und Stearinséiure vom 


1) Mittel aus je 1 Mol. Palmitin- und Stearinsiure. 
2) Diese Zeitschr. 76, S. 96 (1911). 
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gleichen Schmelzpunkt 57——-d8° zeigte dann, dab ein solches 
voriag. Zur quantitativen Bestimmung der Fettsaéure wurde 
die natiirliche Choleinsiiure durch kochendes Xylol zersetzt. 
Dabei entsteht infolge von Massenwirkung die schon krystal- 
lysierte Xylolcholeinsaéure; die abgespaltenen Fettsduren 
bleiben gelést. 1 g Substanz wurde in 8 ccm Xylol unter Riick- 
flu8 gekocht. Die Krystalle gehen in Losung, gleichzeitig aber 
scheiden sich glinzende lange Nadeln ab, die unter dem Mi- 
kroskop teilweise federartige Verwachsung zeigen. Nach einer 
Stunde lift man erkalten, saugt die in Xylol fast unldsliche 
Xylolcholeinsiure ab, wascht mit Benzol, unterschichtet die 
Lésung in einem Rundkolben mit dem doppelten Volumen Wasser 
und kocht am absteigenden Kiihler das organische L6sungsmittel 
ab. Der Riickstand wird ausgedthert, der Ather mit Natriumsulfat 
getrocknet, weggedampft und das, was jetzt bleibt, wird einige- 
mal mit warmem Gasolin extrahiert. Nach dem Verdampfen 
des Gasolins bleibt das Gemisch der reinen in der Kialte sofort 
erstarrenden Fettsauren. Sie wurden in wenig Alkohol auf- 
genommen und mit ®/:0-Lauge und Phenolphthalein titriert. 
5 Bestimmungen mit Priaparaten verschiedener Herkunft, dar- 
unter auch von einem aus Rindergallensteinen, gaben Werte 
zwischen 7,6 und 8,3°/o Fettsiure mit einem Durchschnitt von 
8,2°/o. Fiir Palmitin-Choleinséure (C,,H,,0,), + C,,C,,0, be- 
rechnen sich 7,55°/o Palmitinséure, fiir Stearin-Choleinsaéure 
von der entsprechenden Zusammensetzung 8,3°/o Stearinsaure. 

Die Analyse der aus Alkohol umkrystallisierten, bei der 
Destillation erhaltenen Fettséuren (Schmelzpunkt 58°) lieferte 
Zahlen, die ebenfalls auf ein Gemisch ungefiahr gleicher Teile 
der beiden Sauren stimmten: 

0,1167 g Substanz gaben 0,3224 CO, und 0,1331 H,O 


C,,H,,0,: Berechnet: C 75,60 H 12,60 
Gefunden: C 75,34 H 12,76. 


Durch tiberschiissiges Natriumathylat wird die Fettsaure 
aus der alkoholischen Lésung der Choleinséure als gallertige 
Seife abgeschieden. Diese Reaktion erlaubt einen sehr scharfen 
Nachweis auf kleine Mengen natiirlicher Choleinsdure. Einige 
Milligramm werden mit zwei Tropfen Alkohol tbergossen, dann 
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kocht man mit einem Tropfen Athylatlésung auf und 1abt 
erkalten. 

Um die Fettsiuren im grofen aus der Choleinséure ab- 
zutrennen, beniitzt man entweder das Verdringungsverfahren 
mit Xylol oder mit Eisessig. Man kocht mit der vierfachen 
Menge Eisessig einige Minuten auf und erhilt dann beim Erkalten 
die gut krystallisierte Kssigsaure-Choleinséure vom Schmelzpunkt 
144—146°. Sie enthilt auf 1 Molekiil Desoxycholsiure 1 Mo- 
lekiil Essigséure. Aber auch diese Saure ist so fest gebunden, 
dafi die Choleinsiiure geruchlos ist, wochenlang im gewohn- 
lichen Vakuum konstant bleibt und erst im Hochvakuum bei 
110° langsam die Essigséure abgibt. 


0,8034 g verloren erst nach 72 Stunden 0,1003 g Essigséure == 12,48 °%/o 
Theorie fiir C,,H,,0O,-C,H,O, 13,21 °/o 
7,8232 g gaben erst nach 120 Stunden 1,0467 g = 13,38°/o ab. 


Gegeniiber feuchtem Lackmuspapier zeigt die Eisessig- 
verbindung keine saure Reaktion. 

Auch Athylither erlaubt unter gewissen Umstinden in- 
folge von Massenwirkung die Abspaltung der Fettsauren aus 
der natiirlichen Choleinsaure, indem er sich an deren Stelle 
setzt. Wenn man eine gesittigte Lésung von Choleinsaure 
in Alkohol von 40° in das zehnfache Volumen Ather einflieBen 
laBt, den Alkohol mit Wasser herausschittelt und die ge- 
trocknete Losung zur Krystallisation stehen lait, so scheidet 
sich gréStenteils die Atherverbindung der Desoxycholsiure, 
die Athylither-Choleinsiure aus. Nach dem Abdampfen des 
Athers kann man dem Riickstand durch Gasolin etwa zwei 
Drittel der gesamten Fettsiure entziehen, der Rest bleibt in 
der Choleinséure. Es liegt hier offenbar ein Gleichgewicht 
vor, das durch die Konkurrenz zwischen Fettsiure und Ather 
bestimmt wird und daher durch Konzentrationsinderung nach 
der einen oder anderen Seite verschoben werden kann. Aus 
diesem Grund wird auch der Choleinsaure ein grofier Teil der 
Fettséiure entzogen, wenn man ihre Alkalisalzldsungen unter 
Ather ansiiuert. Die Hauptmenge der in Ather schwerlis- 
lichen Desoxycholsiure scheidet sich als krystallinische Ather- 
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verbindung unlislich ab. Die zugehdrige Fettsiure kann aus 
dem Ather, wie beschrieben, isoliert werden. 

Desoxycholsiure enthalt alle Lésungsmittel, aus denen 
sie auskrystallisiert, auber den Alkoholen, ungemein fest ge- 
bunden. Es bedarf tagelangen Trocknens im Hochvakuum 
bei 130°, um Eisessig, Essigester, Ather, Aceton wegzu- 
bringen. Es ist uns auf diese Weise nicht einmal vollstandig 
gelungen, die aus Ather, Essigester, Aceton krystallisierten 
Priparate vollstiindig von diesen Addenden frei zu erhalten. 
-/ ie vollig reine Desoxycholsiure vom scharfen Schmelz- 
punkt 172° wird nur durch Krystallisation aus Alkohol gewonnen. 
Aber auch nur sorgfaltig vorgereinigte Praparate sind dieser 
Reinigung zuganglich, da die Desoxycholsiéure grobe Neigung 
hat, in Alkohol tibersattigte Lésungen zu bilden. Man lost in 
der 2!/2fachen Menge warmen Alkohols und erhalt dann, wenn 
die Krystallisation einmal eingesetzt hat, grofe glinzende Aggre- 
gate, die dem tetragonalen System angehdren. Nach kurzem 
Trocknen im Vakuum besitzt die Substanz den Schmelzpunkt 
125° (unter Aufschaumen). Schon beim langeren Liegen an 
der Luft verwittern die Krystalle allmahlich, beim Trocknen im 
Hochvakuum bei 110° zerfallen sie zu kreidigen Pseudomor- 
phosen und werden bald gewichtskonstant. Sie erreichen dann 
den oben angegebenen Schmelzpunkt. 

Titration: 0,1048 g brauchen 2,64 ccm ®/1o-NaOH. Mol.-Gew. 396 


statt 392. 
Spez. Drehungsvermégen (in Alkohol). Konz. 2,0344°/o, abgeles. 


Winkel + 1,16°. [a]j) = ++ 57,02°. 

Die vorliegenden Angaben tiber die spez. Drehung der 
Desoxycholsiiure enthalten erheblich niedrigere Werte. Pregl 
gibt z. B. 51,86° an, Vahlen') 49,86°, Langheld 53,28 °, 
Fischer?) 55,20°. 

Wir vermuten, daf die genannten Autoren Lésungsmittel 
enthaltende Séuren gemessen haben, Priparate, die aus Alkohol- 
Ather, Essigither, Aceton oder Eisessig umkrystallisiert und 
nicht vollig getrocknet waren. Die Elementaranalyse sagt hier 


') Diese Zeitschr., Bd. 21, S. 273 (1895). 
*) Ebenda Bd. 73, S. 233 (1911). 
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tiber den Reinheitsgrad nicht viel mehr als bei der Cholein- 
saure, und die Analysen der friiheren Autoren lassen zudem 
ein geringes Zuwenig an Kohlenstoff deutlich erkennen. Ein aus 
Essigester umkrystallisiertes Praparat war im 2 mm-Vakuum 
26 Stunden lang bei 110° und 72 Stunden bei 130° getrocknet 
worden. Trotzdem war der Essigester noch nicht vollstandig 
weggegangen, was sich nur auf polarimetrischem Wege fest- 
stellen lief ; die spezifische Drehung betrug naémlich 56,34°. Der 
Schmelzpunkt war unscharf. Genau die gleiche Beobachtung 
wurde bei einem aus Aceton umkrystallisierten Praparat gemacht, 
das nach der gleichen Trocknungszeit unscharf bei 171° schmolz 
und eine Drehung von + 56,33° bei ca. 2°/oiger Konzen- 
tration besaB. 

DaB der oben angegebene Wert der reinen Desoxychol- 
siure zukommt, wurde noch an einem zur Konstanz getrock- 
neten Praparat von Eisessig-Choleinsdure bestatigt. Konz. 
2,197%/o, abgel. Winkel 1,255° [aJ)) = -+ 57,12°. 

Die aus Alkohol-Ather umkrystallisierte Desoxycholsdure 
schmilzt genau nach den Angaben von Preg! ziemlich scharf 
bei 153° (unter Schiumen); sie besaB nach 24stiindigem Trock- 
nen im Vakuum iiber Schwefelsiure die spez. Drehung von 
+ 54,189, enthalt aber noch einige Prozent Ather fest gebunden, 
die auch nach tagelangem Aufenthalt im Hochvakuum bei 130° 
nicht vollstandig zu entfernen sind. 


Desoxycholsdureathylester. 
(Bearbeitet von Fr]. H. Stender.) 

Latschinoff erwahnt den Ester ohne Angabe einer Ana- 
lyse mit dem Schmelzpunkt 71°. Sein Préparat war unrein, 
denn die reine Substanz schmilzt um 10° hdher. 5 g reine 
umkrystallisierte Desoxycholséure werden in 50 ccm trockenen 
Alkohols gelést, mit Chlorwasserstoffgas behandelt, bis etwa 
6 °/o davon aufgenommen sind. Nach 4 stiindigem Kochen unter 
Riickflu8 gieft man in Wasser, dthert aus, schiittelt die Ather- 
l6sung mit Soda und Wasser, trocknet kurz mit Chlorcalcium 
und Jat dann an der Luft verdunsten. Der meist sofort, sonst 
beim Anreiben mit Petrolither, krystallisierende Riickstand wird 
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aus Ligroin umkrystallisiert. Aus Nadeln zusammengesetzte 


kugelige Aggregate vom Schmelzpunkt 81 °. 
0,2030 g: 0,5544 CO, und 0,1931 H,O 
CgH,,0,. Berechnet: C 74,23°/o HH 10,54%o 
Gefunden: C 74,48 °/o H 10,65 °%o. 
Spez. Drehung (in Alkohol). Konz. 2,0336°/o; abgeles. Winkel 1,01°. 
[a], = + 49,66°. 
Der Ester ist in den meisten Lésungsmitteln leicht léslich, 
in Wasser unloslich. 


Desoxycholsaéure und Choleinsdure geben die gleiche 
Dehydrosdure. 


(Gemeinsam mit Frl. H. Stender.) 


10 g Desoxycholsiure wurden nach dem von Hammarsten 
fiir die Cholsaure angegebenen, von Latschinoff!) und 
Pregl?) auf die Oxydation der Desoxycholséure tibertragenen 
Verfahren in Eisessig mit Chromsaure oxydiert. Die Temperatur 
lief} man nicht tiber 25° steigen. Das im Vakuum getrocknete 
krystallinische Rohprodukt wurde in einer Extraktionshiilse mit 
Ather ausgezogen. Die aus dem eingeengten Ather in breiten 
Blattern krystallisierte Sdure wurde aus wenig 70°/oigem Aceton 
und dann noch zweimal aus wenig unverdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert. Man erreicht so den Schmelzpunkt 188—189° 
(bis 182° beginnende Erweichung) ; héher |aft sich der Schmelz- 
punkt auch bei weiter fortgesetztem Umkrystallisieren nicht 
steigern. Die Dehydro-Desoxycholsaure krystallisiert in der 
von Latschinoff treffend bezeichneten Form, «in zerrissenen, 
unregelmabigen, glainzenden Blattchen». Sie wurden nach 


24stiindigem Stehen im Vakuum gewichtskonstant. 
0,1256 g: 0,3409 CO, und 0,1078 H,O 

C,,H,,0,. Berechnet: C 74,17 °/o H 9,34 °/o 

Gefunden: C 74,02% H 9,60°%o. 
Spez. Drehungsvermégen. Konz. 1,987°%o; abgeles. Winkel 1,83°. 

[a], = + 92,09°. 

Die gleiche Saure entsteht, neben dem Fettsauregemisch, bei 
der Oxydation der Choleinsiéure. 10g Choleinsaure aus Galle 


') Ber., Bd. 20, S. 1044 (1887). 
2) Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 159 (1910). 
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wurden genau wie die Desoxycholséure oxydiert. Das trockene 
Rohprodukt wurde zuerst mit Gasolin in der Hiilse extrahiert. 
Dabei gingen neben wenig Dehydrosdure 0,4 g Fettsaure, d. i. 
etwa die Hilfte, in Lésung, die in der tiblichen Weise abge- 
trennt und titrimetrisch bestimmt wurden. Dann folgte eine 
Extraktion mit Ather und die weitere Reinigung der daraus 
krystallisierten Saéure wie oben beschrieben. Nach viermal 
wiederholter Krystallisation aus Aceton, Ather, Alkohol, Ather 
war die Siiure rein. Aussehen, Schmelzpunkt (Mischprobe ohne 
Depression), spezifische Drehung waren die gleichen wie bei 
der Dehydro-Desoxycholsaure. 
Spez. Drehung. Konz. 1,982%o; abgeles. Winkel 1,83°. [a]},’ = -} 92,23°. 
Preg] hat, wie im theoretischen Teil erwihnt wurde, fiir 
das Dehydroprodukt der Choleinséure den Schmelzpunkt 178° 
und das spez. Drehungsvermégen mit -++ 66,76° gefunden. 
Der Irrtum ist ohne Zweifel darauf zuriickzufiihren, da bei 
der Krystallisation aus wasserigem Alkohol, die zur Reinigung 
diente, die Fettsiiuren stiandig mitgefiihrt wurden. Es ist in 
der Tat nicht leicht, sie vollkommen zu entfernen, und man 
sieht ja auch aus unserer Beschreibung, dal} mebhrstiindige 
Extraktion mit Gasolin nur die Halfte davon aus dem Oxyda- 
tionsprodukt herausgeholt hat. Den Rest haben wir aus dem 
Riickstand der Mutterlaugen nach und nach durch das gleiche 
Losungsmittel extrahieren kénnen, aber auch damit sind wir 
nur zu der Gesamtmenge von 0,62 g an reiner Fettséure (an- 
statt 0,8) gelangt, ein Beweis dafiir, dai die Fettséuren von 
der unreinen Dehydro-Desoxycholsaure zihe festgehalten werden. 
Den grofen Unterschied im Drehungsvermégen k6énnen wir 
nur auf ein experimentelles Versehen oder auf eine unwahr- 
scheinlich starke Anhaufung von Fettséiure, der jedoch der 
hohe Schmelzpuukt kaum entsprechen kénnte, zuriickfihren. 


Die Synthese der natiirlichen Choleinsduren. 


1. Stearin-Choleinsaure. Man lést 2g Desoxycholsaure | 
(Ather- oder Eisessigverbindung) in 8 ccm heifen Alkohols 
und gibt hierzu 0,2 g reine Stearinsiure. Auch wenn man 0,1 
oder 0,5 g Stearinséiure verwendet, in jedem Fall krystallisiert 

Q* 
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die gleiehe Stearin-Choleinsaure vom Schmelzpunkt 186—187° 
aus. Sie wird aus der 4'/2- bis 5fachen Menge heifen Alkohols 
umkrystallisiert. Sie erwies sich als identisch mit reinster 
natiirlicher Choleinsdéure, wie sie von Jerofejew) gemessen 
worden ist (vgl. den krystallographischen Teil). 
0,1704 g: 0,4588 CO, und 0,1598 H,O 
(CagH,,04)y* CygHye9,. Berechnet: C 73,68%o HH 10,41 
Gefunden: C 73,43 °/o H 10,54. 

Spez. Drehung (in Alkohol). Konz. 2,0664°o; abgeles. Winke 
+ 1,015. [a]? = + 49,119. 

Bei der Titration brauchten 0,1158 g 3,0 cem ®/10-NaOH; 
das ergibt ein Aquivalent von 386, ber. 381. Die quantitative 
Bestimmung der drei hédheren Fettsaéuren in den Choleinséuren 
wurde wie oben ausgefiihrt. Eine Kontrolle mit Olsiure erwies 
die ausreichende Genauigkeit. 0,095 g abgewogene Olsiure 
wurden aus Xylol in der geschilderten Weise isoliert, bei der 
Titration wurden 0,0936 g wieder gefunden. 


Fettsiurebestimmung in der Stearincholeinsdure. 





























Angew. neo-NaOH entspr. fiir obige 
Substanz jro-Na Stearinsaure in %o Formel 

g | ccm g berechnet 
I. 0,309 0,88 0,0249 8,09 8,30 
II. 0,346 0,97 0,0275 7,96 














2. Palmitin-Choleins&ure. Darstellung wie bei 1. Die 
reine, aus Alkohol umkrystallisierte Verbindung schmilzt bei 
184—185°, bei 178° beginnt sie zu sintern. Alle drei in der 
Galle vorkommenden Choleinsauren erscheinen aus nicht allzu 
konzentrierten alkoholischen Lésungen beim langsamen Er- 
kalten in schénen glinzenden Rosetten. 


Fettsiurebestimmung: 
bE ____________________ 











Angew. | n/1e-NaOH entspr. in %o 
Substanz | fro-Na Palmitinsaure | fiir 8 C,,H,,0,- C,,H,,0, 
g | ccm g berechnet 
1034 | 4,11 0,0284 8,33 7,55 
| 1,67 |  0,0427 7,33 


II. 0,5834 


Bd. 20, S. 1053 (1887). 


') Ber., 
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Analyse: 0,113 : 0,3069 CO, und 0,1077 H,O 

(CogH,o0,).  CigHy.9,. Berechnet: C 73,58°/o H 10,38°%o 

Gefunden: C 73,74°/o H 10,54 °/o. 

3. Olein-Choleinsdure. Wie die beiden anderen dar- 
gestellt. Aus Alkohol schéne Nadeln vom Schmelzpunkt 185° 
bis 186° (Sinterung bei 180°). Permanganat wird naturgemaB 
entfarbt. 

Titration: 0,1132 g : 2,95 4/1o-NaOH. Aquivalent 384 statt 381. 

Olsiurebestimmung: 0,452 g ergaben 0,0377 g = 8,36 °/o (Ber. 8,30 Jo). 

Eine gemeinsame Krystallisation gleicher Teile der drei 
Choleinséuren schmilzt bei 185—186°. 

4. Caprylo-Choleinséure. In gleicher Weise darge- 
stellt. Aus Alkohol umkrystallisiert, Schmelzpunkt 170—172° 
nach vorherigem Erweichen. 

Titration: 0,1188 g : 3,38 ccm "/1o-NaOH. Aquivalent 351, fiir 
(C,,H,,0,), -C,H,,0,. Berechnet: 349. 

Analysen: 0,1657 g : 0,4439 CO, und 0,1540 H,O. 0,2077 g : 0,5598 CO, 
und 0,1903 H,0O. 

(C,,H,,0,); -C,H,,O,. Berechnet: C 73,00°/o H 10,24°/o 

Gefunden: C 73,17 °/o H 10,40° 0 
C 73,34%>  H 10,25%o. 

5. Butyro-Choleinsdure. Mit der doppelten Menge 
der Berechnung von Butterséure in der heifi gesattigten alko- 
holischen Lésung dargestellt. Schmelzpunkt unscharf bei 170°. 


Titration: 0,1242 g verbrauchten 3,83 ccm ®/10o-NaOH. Aquivalent 324 
0,1046 » > 3,16 >» Mr0-NaQH. > 331 
fiir (C,,H,,0,),-C,H,O,. Berechnet: 331. 
6. Propio-Choleinsaéure. 5 g Desoxycholséure und 
3 g Propionséure werden in 10 ccm Alkohol heif gelést. Die 
beim Erkalten auskrystallisierte Saure wird aus wenig heifem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt unscharf bei 168°. 
Die Léslichkeit in Alkohol steigt mit abnehmendem Molekular- 
gewicht der Fettsiure. Gleichzeitig sinkt der Schmelzpunkt. 
Titration: 0,125 g : 3,94 ccm /1o-NaOH. Aquivalent 317. 
Berechnet fiir (C,,H,.O,),-C,H,O,. Berechnet: 313. 


Die Aceto-Choleinsaéure ist schon oben besprochen. 
Hier ist nur nachzutragen, daB sie in Ubereinstimmung mit 
den vorliegenden Angaben scharf bei 145" unter Aufschaumen 
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schmilzt. Das spezifische Drehungsvermégen wurde zu + 53° 
gefunden. 

Mit Ameisensd&ure konnte keine Choleinsiure erhalten 
werden. Aus einer alkoholischen Lésung der beiden Kompo- 
nenten krystallisiert nichts aus; fallt man mit Wasser und 
isoliert den beim Reiben flockig werdenden Niederschlag, so 
findet man, daB von der Desoxycholsiure nur eine minimale 
Menge Ameisensdure, ohne Zweifel mechanisch, zuriickgehalten 
wird. Die Titration eines derartigen Praparats ergab ein 
Aquivalent von 353, was auf 1 Molekiil Ameisensiiure + 8 Mole- 
kiile Desoxycholsaure (354) stimmen wiirde, ein sehr unwahr- 
scheinliches Verhiltnis. Die erhaltene amorphe Verbindung 
trug jedoch durchaus nicht den Charakter der Einheitlichkeit 
an sich. Bei einem anderen Versuch wurde die Lésung von 
1 g Desoxycholséure in 1 ecm Ameisenséure durch Zusatz von 
Ather zur Krystallisation gebracht. Das Produkt war voll- 
kommen frei von Ameisenséure und ergab bei der Titration 
als Aquivalent 398 (Desoxycholsdure 392). Die Ameisensiure 
fallt demnach hinsichtlich der Fahigkeit, eine Choleinséure zu 
bilden, aus der Gruppe der Fettséuren heraus. Wenn man 
eine Loésung von Desoxycholséure in Ameisensaéure im Ver- 
hiltnis 1:1 im Vakuum eindampft, den bleibenden Riickstand 
mit Gasolin anreibt, bis er pulverig geworden ist, so entsteht 
allerdings ein Produkt, das aus gleichen Molekiilen Desoxychol- 
siiure und Ameisensiiure aufgebaut ist. Es schmilzt schon bei 
90° unter lebhafter Zersetzung und zeigt bei der Titration das 
charakteristische Verhalten, da8 nur die Hialfte des Saure- 
iiquivalents sofort acidimetrisch angezeigt wird, wiéhrend die 
andere Hialfte erst nach und nach, nach Art eines Lactons 
oder Esters die entsprechende Menge Alkali absiattigt. Die 
Verbindung hat ganz und gar die Eigenschaften eines Formyl- 
esters der Desoxycholsaure, hervorgegangen aus der Veresterung 
von einer der beiden alkoholischen Hydroxylgruppen. Die 
nihere Untersuchung wird dariiber sicheren AufschluB geben. 

Titration: 0,1012 g verbrauchten sofort 2,6, nach und nach weitere 
2,4 ccm ®/10-NaQOH. 

Diese 5 ccm entsprechen einem Aquivalent von 202, fiir 
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den (verseiften) Formylester C,,H,,O; berechnet sich ein solches 
von 210. 


Choleinsiuren von aromatischen Kohlenwasser- 
stoffen. 


Die Verbindung mit Benzol wird aus Desoxycholsiure 
oder aus der Choleinsiure der Galle — hier unter Verdriingung 
der Fettsiure — bei mehrstiindigem Kochen in diesem Lésungs- 
mittel in sch6nen Spiefen vom Schmelzpunkt 164° (unter Auf- 
schiiumen) erhalten. Sie wurde nicht naéher untersucht. Da- 
gegen haben wir uns eingehender mit den Derivaten des 
Xylols und Naphthalins beschaftigt. Die Xylol-Choleinsiure 
wurde immer als Nebenprodukt bei der quantitativen Bestim- 
mung der hodheren Fettséuren gewonnen. Sie ist in kaltem 
Xylol sehr schwer, in heifem etwas leichter léslich und kry- 
stallisiert daraus in breiten Lanzetten, die haufig federartig 
verwachsen sind. Der Schmelzpunkt liegt bei 183° (Sintern 
gegen 170°). Aus Alkohol laft sie sich in seidenweichen, zu 
Kugeln zusammengeballten Nadeln erhalten; sie lost sich darin 
etwa in gleichem Verhiltnis wie die Stearin-Choleinsiure. 
Xylol-Choleinséure krystallisiert auch sofort aus, wenn man 
in eine alkoholische Desoxycholsaurelésung (1:3) einige Tropfen 
Xylol gieft. 

0,1550 g : 0,4261 CO, und 0,1416 H,O; Mikroanalyse nach Preg!: 
3,636 mg : 10,04 mg CO, und 3,23 mg H,0. 


(C,,H,,0,), -CgH,,. Berechnet: C 75,51 H 10,11 
Gefunden: C 74,97 75,31°/o H 10,22 9,90°%o 


Titration: 0,1224 g brauchten 2,75 ccm "/10-NaOH; Aquivalent ve] —_ 
0,1015 » > 2,380 » D/to-NaOH; » 441 

00995» » 298 » mie-NaQH: + 437) 4% 
Xylol-Choleinséure lést sich in verdiinnter Natronlauge 
oder Sodalésung klar auf. Beim Kochen wird daraus ein Teil 
des Xylols abgespalten. Aber auch bei langem Erhitzen bleibt 
ein Rest im Salz gebunden. Aus diesem Grunde haben Ver- 
suche, das Xylol direkt zu bestimmen, immer ein zu niedriges 
Resultat ergeben. Wir verfuhren dabei so, daf wir eine ab- 
gewogene Menge Substanz mit verdiinnter Natronlauge ver- 
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setzten, das Xylol in ein gliihendes Verbrennungsrohr aus 
Quarz trieben, das Wasser durch Chlorcalcium absorbierten 
und die Kohlensaure in einem gewogenen Kaliapparat auffingen. 
Aus dem gleichen Grund hat auch die 


Naphthalin-Choleinsaure 


stets zu niedrige Werte geliefert. Darstellung durch Zugabe 
des Kohlenwasserstoffs zu einer heiSen alkoholischen Desoxy- 
cholsdurelésung. Krystallform und _ Léslichkeitsverhaltnisse 
aihnlich wie bei der vorhergegangenen Choleinséure. Glinzende 
Nadeln vom Schmelzpunkt 182°. 
Analyse: 0,1630 g: 0,4544 CO, und 0,1430 H,O 
(C,,H,,0,),-C,,H,. Berechnet: C 76,31 °/o H 9,65 °/o 
Gefunden: C 76,02 °Jo H 9,81 °/o. 
Titration: 0,1092 g: 2,43 ccm /1o-NaOH. Aquivalent 449 


0,1044 >: 2,3 » 2/19-NaOH. > 454 
0,1144 »: 2,50 » 1/10-NaQH. > 457 
Fiir obige Formel berechnetes Aquivalent 456. 


Gegen Alkalien verhalt sich diese Choleinséure wie die 
Xylolverbindung. Hier wirkt es besonders tiberraschend, dai 
das aus der ammoniakalischen Lésung abgeschiedene Naph- 
thaiin, sogar in Krystallen, von zugesetztem desoxycholsaurem 
Natrium ("/5-Lésung) klar gelést wird. 

Spez. Drehungsvermégen (in Alkohol): Konz. 2,0392o; abgeles. 
Winkel + 0,970. [a]j)) = -++ 47,56°. 

Eine Reihe anderer Choleinsiéuren, die dargestellt worden 
sind, harren noch der naéheren Untersuchung. Interessantes 
ist dabei vielleicht insofern zu erwarten, als man mdglicher- 
weise auf Zusammenhange zwischen Konstitution und Bin- 
dungsvermogen fiir Desoxycholséure treffen wird. 

Soweit der Paarling in der Choleinsaure nicht saurer Natur 
ist, zeigt die Choleinséure gegen Alkalien ein ahnliches Verhalten, 
wie die der beiden aromatischen Kohlenwasserstoffe. Daraus 
folgt weiter, daB viele in Wasser schwer losliche oder 
unlésliche Substanzen von wAasseriger Desoxycholat- 
ldsung gelést werden. Man zeigt diese Eigenscnaft am 
einfachsten mit einer Suspension, die man von der in Alkohol 
geldsten Substanz durch Ausfallung mit Wasser herstellt. 
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Man kann so naturgemaf alle die Stoffe, von denen Cholein- 
siuren erhalten worden sind, in Lésung bringen, auBerdem aber 
eine sehr grofe Zahl anderer, die jedenfalls auch Choleinsaure 
geben, aber nach dieser Richtung nicht gepriift worden sind. 
Um einen Begriff von der weiten Anwendbarkeit der Lésungs- 
reaktion zu geben, sei erwahnt, daB z. B. Anilin, Dipbenyl- 
amin, Azobenzol, Nitrobenzol, Benzoesaureester, Phe- 
nolblau, Kolophonium, Athylalkohol und viele andere 
durch ®/s-Desoxycholatlésung (= ca. 8°/o) gelést werden. 

Auf den physiologisch bedeutsamen Versuch mit Chole- 
sterin sei hier besonders hingewiesen. Er gelingt wie die 
meisten der angefiihrten Losungsversuche auch mit Natrium- 
cholat und mit frischer Ochsengalle. 

Auch fein verteilles Fett wird von desoxycholsaurem 
Natrium deutlich gelost. Das geeignetste Versuchsmaterial ist 
die Milch. ‘4/2 cem davon wird auf 3 ccm mit Wasser ver- 
diinnt, diese werden auf 2 Reagenzgliiser gleichmaBig verteilt. 
Zu einer Halfte werden 3 ccm Wasser, zur andern 3 cem 
n/s-Desoxycholatlisung gegeben. Diese zweite Probe erfahrt 
eine so starke Aufhellung, daB der Versuch leicht in der 
Vorlesung gezeigt werden kann. 

Desoxycholsiéure und Alkaloide. Mehr als die freien 
Choleinséuren, die in der tiblichen Weise oder auch durch 
doppelte Umsetzung von Desoxycholat mit einem Alkaloidsalz 
gewonnen werden kénnen, interessiert hier das Verhalten 
gegen Alkali. Die Versuche mit den in Wasser sehr schwer 
léslichen Alkaloiden Chinin und Strychnin eignen sich zur 
Demonstration. 20—30 mg_ salzsaures Chinin werden in 
4 ccm Wasser geldst, die Lésung wird auf 2 Reagenzgliser 
verteilt. In zwei kleinen Mefzylindern verdiinnt man je 1 ccm 
n/i90-Lauge einmal mit 1 eem Wasser, das andere Mal mit 1 ccm 
n/s-Desoxycholatldsung. Von den beiden Chininsalzlésungen 
scheidet die eine mit der Lauge sofort eine dicke Triibung 
der freien Base ab, wahrend die mit dem gallensauren Salz 
versetzte vollig klar bleibt. Man kann sogar durch EingieBen 
dieser klaren Lésung in die erste auch das ausgeschiedene 
Chinin wieder in Losung bringen. Mit Strychninnitrat kann der 
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gleiche Versuch gemacht werden. Zusatz von Galle bringt, 
wie auch sonst, bei den beiden Alkaloiden die gleiche Wirkung 
hervor wie desoxycholsaures (und cholsaures) Natrium. 


Anhang. 
Krystallographisches. 


In den Choleinsaéuren liegen Verbindungen vor, die der 
Hauptmasse des Molekiils nach aus Desoxycholsaure bestehen. 
Es erschien nun interessant, zu untersuchen, ob und wieweit 
die Krystallform durch den der Masse nach untergeordneten, 
veriinderlichen Bestandteil beeinflu{t wird. Auf Veranlassung 
von Herrn Geheimrat von Groth hat Herr Dr. Steinmetz, 
I. Assistent am mineralogischen Institut der Universitit, die Aus- 
fiihrung dieser Untersuchung tibernommen. Vorlaufig wurden 
die drei natiirlichen Choleinséiuren der hoheren Fettséiuren 
krystallographisch gemessen und miteinander verglichen. Ks 
zeigte sich, dab ihre Krystallformen einander sehr nahe stehen, 
daf aber, was vom chemischen Standpunkt aus hoéchst be- 
merkenswert ist, Palmitin- und Olein-Choleinsaéure viel naher 
miteinander verwandt sind, als die Verbindungen der beiden 
homologen gesiattigten Fettsiuren. 

Von den ausfiihrlichen Resultaten des Herrn Dr. Stein- 
metz, die spiter im ganzen an anderer Stelle verdéffentlicht 
werden sollen, teilen wir folgendes mit: 

«Stearin-Choleinséure. Rhombisch bisphenoidisch, 
a:b:c = 0,5057:1:1,8598. 

Beobachtete Formen: q (011), c (001), an den Enden 
o (111), s (102) und manchmal a (100), s und o oft gerundet. 
Sowohl die Krystalle des synthetischen Priaparates von Wie- 
land, als auch die aus Alkohol bei langsamer Abkihlung von 
30° auf 15° umkrystallisierten Krystalle zeigten den von 
Jerofejew an der natiirlichen Choleinséure beobachteten nach 
a langprismatischen Habitus. Am Ende erschienen meist ge- 
rundete Flichen von s, selten und dann kleine Flachen der 
sonst genannten Formen. Niemals wurde die fiir die beiden 























Untersuchungen tiber die Gallenséuren. II. 27 
andern Choleinsaéuren charakteristische Form k (012) hier 
gefunden. 

Die Krystalle sind‘ sehr vollkommen spaltbar nach c. 
Die Ebene der optischen Axen ist a (100), die 1. Mittellinie 
die c-Axe. Optisch positiv. 

Palmitin-Choleinsaure. Rhombisch bisphenoidisch. 
a:b:c = 0,545:1: 1,927. 

Beobachtete Formen: q (011), k (012), c (001), s (102), 
o (111). Untergeordnet a (100) und b (010). Sehr diinne 
(etwa 0,1—03 mm), parallel der a-Axe verlingerte Prismen; 
die Zone [100] zeigt vielfach Vizinalflichen und Streifung. 

Vollkommen spaltbar nach c. Die Ebene der optischen 
Axen ist a (100); die c-Axe ist die erste Bisectrix. Optisch 
negativ. 

Olein-Choleinsaiure. Rhombisch bisphenoidisch. a:b:e 
= 0,563: 1:1,946. 

Beobachtete Formen: q (011), k (012), c (001), b (010), 
s (102), sehr untergeordnet a (100). Habitus wie bei den 
beiden vorhergehenden Verbindungen. Hiaufig iiberwiegt k 
etwas tber q, beide Formen sind immer durch Vizinalflichen 
gestort, b immer sehr schmal, a manchmal verhiltnismafig 
breit, so daB die Krystalle linealformig sind. 

Vollkommen spaltbar nach c. Die Ebene der optischen 
Axen ist a (100), die 1. Mittellinie die c-Axe. Der scheinbare 
Winkel der optischen Axen in Luft (durch die c-Flachen 
beobachtet) ist ca. 112° fiir Gelb, 113,5° fiir Blau. Optisch 
negativ. » 

Wir sagen Herrn Geheimrat von Groth und Herrn 
Dr. Steinmetz unseren ergebensten Dank fiir ihren wichtigen 
Beitrag zur vorliegenden Arbeit. Auch Fri. Dr. J. Biumer 
haben wir fiir wertvolle Mithilfe zu danken. 


Miinchen, Anfang Marz 1916. 








Uber eine neue Art von Glukosurie: Glukosomethylpentosurie. 
Von 


As. Zlataroff. 





(Aus dem chemischen Institut der Universitat und dem Kgl. Bakteriologischen Institut 
in Sofia.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Februar 1916.) 


Im folgenden berichte ich tiber eine Beobachtung, die ich 
bei Gelegenheit einer quantitativen Zuckerbestimmung im Harne 
eines Patienten gemacht habe, der wegen eines schweren 
Diabetes mellitus behandelt wurde und sich im Zustande hoch- 
gradiger Abmagerung befand. Der Harn wurde dem _ bak- 
teriologischen Institut von Herrn San.-Oberst Dr. Saraphoff 
zur Untersuchung geschickt. 

Bei der polarimetrischen Bestimmung des Zuckers hatte 
sich ein geringerer Wert ergeben als bei der titrimetrischen 
Bestimmung. Das war ein Hinweis darauf, dafi in dem Harne 
aufer der erwarteten Glukose sich noch ein anderer Zucker 
befinden miisse. 

Der Harn wurde zunichst auf Lavulose (Reaktion von 
Seliwanoff) und auf Pentosen (Reaktion von Allen-Tollens) 
gepriift. Liavulose und Pentosen waren im Harne nicht vor- 
handen. 

Bei der Phenylhydrazinprobe bekam ich einen ersten Hin- 
weis auf das Vorhandensein einer Pentose im Harne, die jedoch 
nicht die spezifischen Reaktionen der Pentosen gibt: neben den 
typischen Krystallbiischeln von Glukosazon fanden sich bogen- 
formig gekriimmte Krystalle, ahnlich denjenigen des Arabin- 
OSazons. 

Ks wurde nun die Untersuchung des Harnes auf Arabin- 
osazon vorgenommen. Die aus dem Harne ausgefallten Osazone 
(Glukosazon und das vermutete Arabinosazon) wurden mit Wasser 
von 60° digeriert. Das Arabinosazon muff dabei in Loésung 
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gehen, wihrend das Glukosazon ungeldst bleibt. Nach dem 
Erkalten des Filtrats bildeten sich auch die oben erwiahnten 
Krystalle, die denjenigen des Arabinosazons ahnlich waren. 
Der Reinigungsprozefi wurde zweimal mit warmem Wasser 
wiederholt und schlieflich wurde in Aceton umkrystallisiert. 

Die im Exsikkator getrocknete Substanz hatte einen 
Schmelzpunkt von 187°. Die Elementaranalyse ergab die 


folgenden Werte: 
I. 0,3491 g Substanz gaben 0,8045 g CO, und 0,0418 g H,O 
II. 0,3090> >» > 0,7112 >» CO, » 0,0375 > H,O. 
{ I: GC = 62,85%; H = 6,71%o 
\ I. : C = 62,77%o; H = 6,79 %. 
Berechnet fiir Methylpentosazon (C,,H,,.N,O,): C = 63,16; H = 6,48. 

Dieses Ergebnis der Elementaranalyse machte es wahr- 
scheinlich, daB der gesuchte Zucker nicht eine Pentose, 
sondern eine Methylpentose sei. 

Um diesen Schluf naher zu priifen, habe ich folgendes 
Verfahren angewandt. 26 g des fraglichen Osazons wurden mit 
einem Uberschu8 von Formol im Schiittelapparat acht Stunden 
lang geschiittelt. Nach dem Filtrieren wurde das Filtrat auf 
dem Wasserbad eingeengt. Die Menge der dabei erhaltenen 
krystallinischen Substanz betrug etwa 6g. Sie hatte einen 
siigen Geschmack und schmolz bei 93°. 

0,5842 g der krystallinischen Substanz wurden bei 100° 
getrocknet. Der Wassergehalt betrug 0,0575 g. Das entspricht 
der Menge des Krystallwassers bei den Methylpentosen. Der 
Schmelzpunkt der getrockneten Substanz betrug 122°. 

2 g der vom Krystallwasser noch nicht befreiten Substanz 
wurden in 20 ccm Wasser gelést und die Lésung polarisiert. 


Das Ergebnis war 


Gefunden 


[alp = + 8,50. 

Alle diese Befunde weisen darauf hin, daB in dem Harne 
Rhamnose vorhanden war. 

Die Menge der Rhamnose im Harne wurde auch quanti- 
tativ bestimmt. 12 ccm des geklarten Harnes, entsprechend 
10 ecm des unverinderten Harnes, wurden auf dem Wasserbad 
eingeengt und in 100 ccm Salzsaéure von 1,06 spez. Gew. ge- 
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lost. Die Losung wurde auf dem Roseschen Metallbad de- 
stilliert, wobei nach dem Uberdestillieren von 30 ccm der Lésung 
stets wieder 30 ccm Salzséure in den Destillationskolben nach- 
gefiillt wurden. Als das Destillat 350 ccm betrug, wurden 0,5 g 
Phloroglucin, in Salzséure gelést, zum Destillat hinzugefiigt. 
Die Mischung wurde gut geschiittelt und 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Dann wurde durch ein tariertes 
Filter filtriert und das Filter mit dem Ritickstand im Wage- 
glischen bei 98° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Die 
Menge des Phloroglucids betrug in zwei Analysen: 

I = 01351 g 

I] = 0,1354 g. 

Das entspricht einem Gehalt von 0,1992 g Rhamnose. 
Der Harn enthielt somit 1,99°/o Rhamnose neben einem Gehalt 
von 8,8°/« Glukose. 

Im Laufe von 20 Tagen wurde der Harn noch zweimal 
qualitativ, wie oben angegeben, auf Rhamnose gepriift. Beide 
Mal war Rhamnose vorhanden. 

Es entsteht nun die Frage, aus welcher Quelle die im 
Harne gefundene Rhamnose herstammt: ob sie endogenen oder 
exogenen Ursprungs ist. Eine Diskussion dieser Frage konnte 
jedoch nur im Zusammenhang mit der Frage tiber den Ursprung 
des im Harne erscheinenden Zuckers beim Diabetes schlecht- 
weg gefiihrt werden. Hier sei nur darauf hingewiesen, dali dem 
Patienten genau dieselbe Kost verabfolgt wurde wie allen 
anderen Kranken, um die maximale Menge des von ihm aus- 
geschiedenen Zuckers ermitteln zu k6énnen. 


Zum SchluB seien in der folgenden Tabelle die physi- 
kalischen und chemischen Werte fiir den Harn mitgeteilt, der 
zur oben erwiahnten quantitativen Bestimmung der Rhamnose 


gedient hatte: 


Ausgeschiedene Harnmenge in 24 Stunden 12,5 Liter 
Spezifisches Gewicht . ..+....e.-e. 1,035 

Trockenrickstand (100°) .......- 12,65 Jo 
RO se i ee ow Ge we 0,37  %o 
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Mearmetom ..... be ee we ae 0,45 °/o v. Feuchtgewicht 
Harnsdure.... . (tnt nnaasens iis > 
pee a a » 00,0089 °%jo » » 
Zuckergehalt nach Fehling ...... 10,8 %o » » 

> durch Polarisation ermittelt. 9,6  °%o » » t) 
a a ae ae a - 1,99 Jo » > 
ee 6 6 «6 & a & * eee yo area 0,30 %0 > ) 
a bie Se eee 0,0470°jo » > 
ks e+e + + os ve oe eerie - 0,0400°Jo » : 
— 4 es ee ee ee ee 0,0250°/o » . 
a ee ea a ee 0,33 /o >» > 
B-Oxybuttersiure. ....... aes, ae hs > a 
Acetacetessigsiure . . . 2... .-eeo.. nur qualitativ nachgewiesen 
ee ee © he eet eeans > 2 > 


Kein Albumin 
Interessenten stelle ich gerne kleine Mengen des Materials 
(Glukosazon +- Rhamnosazon) zur Verfiigung. 





‘) Der Wert von 9,6°%o ist durch Abzug der Drehung der B-Oxy- 
buttersiure korrigiert. 











Hdmatin als pathologischer Bestandteil des Blutes, 
Von 


O. Schumm, 


(Aus dem chemischen Laboratorium des allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Februar 1916.) 


Nachdem an einem Vergiftungsfall') gezeigt worden war, 
daB im kreisenden Blute bedeutende Mengen des unter dem 
Namen Hamatin bekannten natiirlichen Blutfarbstoffabbaupro- 
duktes auftreten kénnen, habe ich gemeinsam mit C. Hegler 
die Frage gepriift, ob dieser Stoff auch sonst unter patho- 
logischen Verhiltnissen im Blute vorkomme. Bei der Unter- 
suchung einiger hundert Kranker fanden wir in der Tat bei 
einer Reihe von Fillen zweifellos positive Himatinreaktionen, 
woriiber C. Hegler und ich schon kurz berichtet haben.?) 
Bei der Weiterftihrung der Untersuchungen haben C. Hegler 
und ich unsere ersten Feststellungen bestiatigen kénnen, nach 
denen das Hiématin vorwiegend bei bestimmten, damals an- 
gegebenen Krankheiten in deutlich nachweisbarer Menge im 
Blute auftritt.*) 

1) 0. Schumm, Hamatinimie bei toxischem Blutkérperchenzerfall, 
Diese Zeitschrift, Bd. 80, 1912, S. 1. Mit einer Spektraltafel. 

2) 0. Schumm, Uber das Vorkommen von Hamatin im Serum bei 
toxischem Blutkérpenchenzerfall, C. Hegler, Klinische Beobachtungen 
iiber Methimoglobinimie und Himatinamie, Vortrige in der biologischen 
Abteilung des frztlichen Vereins in Hamburg vom 29. X. 1912, vgl. 
Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 53, S. 2923/24. Ferner: Diskussion 
zum Vortrag iiber Himatinamie bei Kali chloricum-Vergiftung von J. Feig], 


Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 28, S. 1583. O. Schumm, Uber 
den Nachweis von Himatin im menschlichen Blutserum. Diese Zeit- 


schrift, Bd. 87, 1913, S. 171. 
’) Eine ausfihrliche klinische Beschreibung des grofien Materials 


ist wegen der Behinderung des einen von uns (C. Hegler) vorlaufig nicht 
mdglich. 






































Hamatin als pathologischer Bestandteil des Blutes. 33 


Dank der freundlichen Unterstiitzung der Herren Dr. Oeh- 
lecker, Dr. Lorey, Dr. Becker, Dr. Briitt, Dr. Reye und 
Dr. Wohlwill bot sich mir die Gelegenheit, bei einer be- 
trichtlichen Anzahl weiterer Krankheitsfalle frische Blutproben 
auf Himatin und andere Bestandteile zu untersuchen, sodah 
sich nunmehr an Hand von etwa 500 Fallen ein vorlaufiger 
Uberblick iiber das Vorkommen von Himatin geben laBt. Ein 
abschlieBendes Urteil wird selbstverstandlich erst méglich sein, 
wenn die Untersuchungen auf ein noch gréferes und viel- 
seitigeres klinisches Material ausgedehnt sein werden, wobei 
einzelne Erkrankungen noch niher in den verschiedenen Stufen 
ihres Verlaufs gepriift werden miissen. 

Das im Zentrifugenglas aufgefangene Blut wurde frisch 
zentrifugiert, das Serum klar abgegossen und durchweg ohne 
Filtration spektroskopisch untersucht. In einzelnen Fallen 
wurde das durch Schwebeteilchen getriibte Serum vor und 
nach dem Filtrieren durch ein dichtes Filter gepriift. Die Be- 
obachtung erfolgt, um etwaige schwache Absorptionserschei- 
nungen im Rot wahrzunehmen, zuniachst an reinem Serum in 
Schichtdicken bis zu 4 cm. — Bei starker Haimaglobinamie 
ist eine erfolgreiche Untersuchung oft nur in geringeren Schicht- 
dicken mdglich, bei sehr hohem Hiémoglobingehalt sogar un- 
ausfiihrbar,!) sofern nicht gleichzeitig viel Himatin vorhanden 
ist. Auch bei Anwesenheit groBer Mengen von Methaémoglobin 
ist der Nachweis sehr geringer Mengen von Hamatin unsicher. 
Dagegen wird er durch die Anwesenheit von Bilirubin nicht 
beeintrachtigt. Alle Untersuchungen sind mit einem meiner 
Gitterspektrometer,?) einem grofen, mit feststellbarem Kon- 
densor versehenen und mit Nernstlampe’) beleuchteten Stand- 
apparat, ausgefiihrt worden, soda8 in allen Fiillen die Gleich- 





1) Vgl. O. Schumm, Uber den Nachweis von Hamatin im mensch- 
lichen Blutserum. Diese Zeitschrift, Bd. 87, 1913, S. 177. 

*) 0. Schumm, Ein neues Gitterspektroskop usw., Diese Zeitschrift, 
Bd. 66, 1910, S. 287. Ferner: «<Spektrographische Methoden» in Abder- 
haldens Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. 6, 1912, 
S. 393, vgl. dort Fig. 93. 

5) Die Nernstlampe mit freiliegendem Gliihstift ist fiir diese Zwecke 
von unschatzbarem Werte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCVII. 3 
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artigkeit der physikalischen Untersuchungsbedingungen ge- 
wihrleistet war. Zur Umwandlung des Himatins in das 
Hiimochromogen wurde lediglich Schwefelammonium benutzt. 
Wegen der Einzelheiten des Verfahrens, die genau beachtet 
werden miissen,') sei auf meine friiheren Angaben verwiesen.?) 
Ich erwaéhne daraus nur die nahere Bezeichnung des Ausfalls 
der Reaktion: Ist der I. Hamochromogenstreifen bei 4 cm 
Schichtdicke noch deutlich wahrnehmbar und seiner Lage nach 
bestimmbar, so bezeichne ich den Befund mit «Ht +» oder 
«Ht 1»; ist er schon bei 2 cm Schichtdicke nachweisbar, mit 
«Ht 2+» oder «Ht 2», wenn schon bei 0,5 em Schichtdicke 
nachweisbar, mit «Ht 8». Sehr hamatinreiches Serum wird 
zur genaueren Bestimmung seines Himatingehaltes notigenfalls 
mit Wasser verdiinnt. 


Infektionskrankheiten.*) 


Scharlach | 

Masern Pare. ss Himatinreaktion negativ 
Flecktyphus (2 Faille) | 

00) a » + ee + ow + « Meistensnegativ,ineini_ 


gen Fiallen zweifelhaft 
bis schwach positiv 
Malaria .....s+++2+-++-.-+-. + Unter 50 Fallen in 28 po- 
sitiv, in 8 zweifelhaft 
positiv, in 19 negativ 


een 1) Ta) «6% 0.06 es . 2 «. . negativ 
Tetanus (1 Fall). ...... .. + . zweifelhaft positiv 
Rose (Erysipelas) .. ..... +... negativ 
Rachen-Erysipel (1 Fall) . .... .. . negativ 


‘) Unter anderem achte man auch darauf, da®B der erste Himo- 
chromogenstreifen nicht mit dem des <reduzierten» Hiamoglobins ver- 
wechselt wird. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 87, 1913, S. 177—179. 

5) Hier wie bei den tibrigen Gruppen ist die Zahl der Falle einer 
Krankheit verschieden grof. Wo nur ein oder wenige Fille einer Krankheit 
untersucht sind, ist dies durch Angabe der Zahl hervorgehoben. Sonst 
diirfte durchweg eine geniigende Anzahl von Fallen einer Krankheit unter- 
sucht sein, um ihr Verhalten beziiglich dieser Reaktion einigermafen 
richtig beurteilen zu kénnen. Natiirlich besteht die Méglichkeit, daB sich 
hier und da noch Ausnahmefille ergeben werden. 
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: Allgemeine Sepsis (Streptococcen). negativ 
Allgemeine Sepsis (Staphylococcen) negativ 
Allgemeine Sepsis (Bac. phlegmones 








} emphysem. E. Fraenkel). .... . haufig deutlich bis stark 
positiv 
Pneumonie (einschliefilich 4 Falle von Pneu- 

mococcenbakterieimie). ...... . negativ 
Lungentuberkulose. ........26. negativ 
f Meningitis cerebrospinalisepidemica(2Falle) negativ 
Meningitis tuberculosa (2 Fille) .... . negativ 
} Meningitis nach Otitis media (1 Fall) . . negativ 
Variola (2 Faille). . .. 21+ se 0 « « BOQAHV 
Bueime Catarvnele . . . 6 tee negativ 
, CS ss ee GAS Oe Re Oe negativ 
Angina-Plaut-Vinzent. .......e... negativ 
ee. 8) ae ee 
| Angina syphilitica (3 Fille). . ... . . negativ 
Polyarthritis acuta. . 2... .-+-+«e+.. negativ 
by Polyarthritis chronica. . . ..... . « negativ. 


Mas rg 


Das haufige Vorkommen des Himatins bei Malaria und 
der durch den Bac. phlegmones emphysem. (E. Fraenkel) 
bedingten Bakteriamie ist demnach zweifellos sichergestellt. 
Nach unseren bisherigen Beobachtungen scheint unter den ver- 
schiedenen Formen von Malaria die Tertiana besonders hiufig 
positive Hamatinreaktion zu liefern. Die von uns untersuchten 
2 Fille von Schwarzwasserfieber gaben positive Reaktion. In 
keinem der Malariafille mit positiver Himatinreaktion wurde 
viel Hamatin gefunden, die Stirke der Reaktion schwankte 
durchweg zwischen Ht 1 und Ht 3 und war nur vereinzelt 
=e ERED. 

Anmerkung: Das gewoéhnlich als Melanin bezeichnete Malaria- 
pigment stammt nach Sacharoff als Stoffwechselprodukt der Parasiten 
von den Kernresten der roten Blutkérperchen und wird zum Teil schon 
in der Lymphe selbst bezw. in den Leukocyten aufgelist. Es soll sich 
im akuten Stadium nur zum geringsten Teile frei in der Blutflissigkeit, 


dagegen vorwiegend in den Phagocyten finden.') Vor einiger Zeit hat 
nun Brown?) versucht, das Malariapigment chemisch zu identifizieren. 











1) Zit. nach H. Ziemann, Malaria, im Handbuch der Tropen- 
krankheiten, Leipzig, 1906, bei I. A. Barth, Bd. 3, S. 386. 

*) W. H. Brown, Malariapigment (So-called Melanin), its nature 
and mode of production, Journal of Experimental Medicine, Vol. 13, 1911. 
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Zu dem Zwecke untersuchte er die Milz eines an Malaria Verstorbenen. 
Er kommt zu dem SchluB, da®B das Malariapigment aus Hamatin 
bestehe. 


Bei der durch den Bac. phlegm. emph. E. Fraenkel be- 
dingten Bakteriémie') habe ich bislang in 13 Fallen positive 
Himatinreaktion gefunden. In 8 der schweren Krankheits- 
fille war die Reaktion ziemlich stark bis stark positiv, ge- 
wohnlich «Ht 7» bis «Ht 9», vereinzelt bis «Ht 30». In welchem 
Prozentsatz der Krankheitsfalle die Reaktion auftritt, laBt sich 
natiirlich noch nicht mit geniigender Sicherheit angeben, zu- 
mal da leichtere Falle erst in geringerer Zahl untersucht sind.?) 

Beiliufig sei erwéhnt, daf das Auftreten von Methimo- 
globin im Blutserum eines solchen Falles von H. Schott- 
miller bereits im Jahre 1910 beschrieben worden ist, in einem 
zweiten analogen Falle auch von Hegler und mir.*) — In 
einigen unserer oben erwahnten 13 Falle mit positiver Hamatin- 
reaktion war auberdem auch Methimoglobin nachweisbar. 
Neuerdings ist auch von Seitz‘) in Hamburg in einem Falle 
von Puerperalsepsis, bei der im Blute, Uterussekret und Harn 
der Bac. phlegm. emphys. E. Fraenkel gefunden wurde, im 
Blutserum Methimoglobin nachgewiesen worden. 

Bei 12 Fallen von Typhus abdominalis haben wir nur 
einmal eine deutlich positive Reaktion und einmal eine sehr 


‘) Die Kranken standen teils unter der klinischen Beobachtung des 
Herrn Prof. Dr. Schottmiiller, teils von Herrn Dr. Hegler, teils von 
Herrn Dr. Ohleker, vgl. auch Diese Zeitschrift, Bd. 87, 1913, S. 179. 

*) Vgl. auch die ausfiihrliche Abhandlung von K. Bingold (aus 
der Abteilung von Prof. Dr. Schottmiiller), «das klinische Bild der 
Puerperalinfektion durch den Bacillus phlegmones emphysematosae 
(E. Fraenkel)», in der tiber etwa 130 Falle berichtet wird. Da diese Falle 
zum groften Teil aus einer Zeit stammen, in der das Vorkommen des 
Hamatins im Blutserum noch unbekannt war, ist nur in einem Teil die 
Untersuchung auf Himatin ausgefiihrt worden. Unter den 130 Fallen 
sind 26, bei denen im Verlaufe der Infektion <Ikterus> der Haut und der 
Schleimhaute festgestellt wurde (s. S. 396 der Abhandlung). 

5) Vgl. Vortrag in der biol. Abt. des arztl. Vereins zu Hamburg, 
Sitzung vom 29. Oktober 1912. 

*) Vortrag am Wissenschaftlichen Abend im Allgemeinen Kranken- 
hause in Hamburg-St. Georg am 21. II. 1914. 
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schwach positive beobachtet. Eine nahere Angabe iiber das 
Stadium der Erkrankung, in dem die Untersuchung vorge- 
nommen wurde, liegt leider nicht vor. In zwei Fallen war die 
Reaktion zweifelhaft positiv; die Untersuchung war in beiden 
Fallen durch den ziemlich hohen Gehalt an Oxyhiimoglobin 
erschwert. Bei den 8 tibrigen Fallen war die Reaktion negativ. 

Unter den sehr vielen Fillen von Pneumonie bestand 
in einer grOferen Anzahl starker Ikterus mit hohem Bilirubin- 
gehalt des Serums, eine deutlich positive Himatinreaktion habe 
ich in keinem Falle erhalten; in zwei Fallen war die Reaktion 
zweifelhaft positiv. 


Krankheiten der Lunge. 


Bei den haufigeren Erkrankungen der Lunge war die 
Reaktion negativ, auch bei einem Falle von Lungen-Carcinom. 
Dagegen fand ich bei einem Falle von Lungeninfarkt, der 
von Herrn Prof. Dr. Schottmiiller') beobachtet wurde, stark 
positive Haimatinreaktion, Ht 10. (Im zugehérigen Exsudat Ht 3.) 


Uber die praktische Bedeutung des Befundes aufert sich H. Schott- 
miiller mit folgenden Worten «Mit Hilfe dieser Methode haben wir kiirz- 
lich in einem Falle die Differentialdiagnose zwischen Infarkt und Pneu- 
monie exakt stellen kénnen. Hamatin im Serum entschied fiir das 
Bestehen eines Infarktes zu einer Zeit, wo das klinische Bild durchaus 
zweideutig war>.?) 


Krankheiten der Kreislaufsorgane. 


Bei den hiufiger vorkommenden Krankheiten des Herzens 
und der Gefafe, auch in Fallen hochgradiger Cyanose, war 
die Reaktion negativ, ebenfalls bei einem Falle von Syphilis 
der Aorta. 





1) H. Schottmiiller, Uber Ikterus im allgemeinen und bei Extra- 
uteringraviditét im besonderen. Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 5. 
In dieser Abhandlung ist bei der Erwahnung des Untersuchungsverfahrens 
ein Druckfehler stehen geblieben, der zu Mifiverstandnissen Anlafi geben 
kénnte; auf der 4. Seite des Separatabdruckes steht <eine genaue Orts- 
bestimmung nach Wellenlangen der im sichtbaren Violett liegenden 
Absorptionsstreifen. Es soll heifen <im sichtbaren Spektrum». 

9 1.4 
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Krankheiten des Magens (einschlieBlich des Carcinoms). 


Reaktion negativ. 


Erkrankungen des Darms und Peritoneums. 
Reaktion negativ. 


Krankheiten der Leber. 


Bei den hiufiger vorkommenden Erkrankungen der Leber 
einschlieBlich des Carcinoms und Leberlues (1 Fall) war die 
Reaktion negativ. 

(Beobachtungen bei akuter gelber Leberatrophie, Leber- 
tuberkulose und Echinococcus der Leber fehlen noch.) 

Unter den vielen Fillen von Icterus katarrhalis und von 
Cholecystitis wurde nur bei Cholecystitis einmal eine schwach 
positive und einmal eine zweifelhaft positive Reaktion beob- 
achtet. Ebenso wurde in Fillen von starkem Ikterus bei 
Pneumonie nur einmal eine zweifelhaft positive, sonst stets 
negative Reaktion beobachtet. 


Krankheiten der Gallenwege. 
Reaktion negativ. 
Krankheiten der Harnorgane. 


Bei den hiufiger vorkommenden Krankheiten dieser Gruppe 
war die Reaktion negativ. Auch bei himorrhagischer Nephritis 
(darunter ein Fall mit hamorrhagischer Diathese, beobachtet 
von C. Hegler) war die Reaktion in keinem Falle positiv. 
Beobachtungen bei Carcinom und parasitéaren Erkrankungen 
(Echinococcus und Distomum haematobium) fehlen. Nach Beob- 
achtungen von J. Feigl kann eine positive Haématinreaktion 
unter Umstiinden als Folge hochgradiger kérperlicher Uber- 
anstrengung bei «Armeegepackmarschen» auftreten. ') 


Erkrankungen der Nebennieren: 
Addisonsche Krankheit. In den beiden untersuchten Fallen 
war die Reaktion negativ. 


') J. Feigl, Diskussion zum Vortrag von Dr. Knack, Die Brightsche 
Nierenerkrankung im Kriege. Miinch. med. Wochenschr. 1916, Nr. 7, 5S. 242 
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Eklampsie bei Schwangerschaft. 


Unter drei von mir untersuchten Fillen war die_Reaktion 
in zwei schweren Fallen stark positiv, in dem dritten leichteren 
negativ.'!) Bei diesem war auch der Harn frei von Blutfarb- 
stoffen. Da das Auftreten von Hiimatin im Blute bei dieser 
Krankheit bislang nicht bekannt ist, beschreibe ich das Ver- 
halten des Serums und des Harns genauer. 


1. Fall.*) 
A eS 


Gleich nach der Ent- | 4—5 Stunden nach der 








Vor der Entbindung | 





bindung | Entbindung 
Blutserum: in 1 cm | Blutserum: in 1 cm Blutserum: 
Schichtdicke hellbraun,| Schichtdicke dunkel- | in 1 cm Schichtdicke 
klar | bernsteingelb. dunkelbernsteingelb 
Himatin: | Hamatin: Haimatin: 
stark positiv (Ht 16) | stark positiv (Ht 11) | stark positiv (Ht 12) 
Methaimoglobin: | Methimoglobin: negativ | Methimoglobin: negativ 
schwach positiv 
Oxyhiimoglobin: | Oxyhamoglobin: Oxyhamoglobin: 
ziemlich stark positiv) miéafig stark positiv schwach positiv 
Bilirubin: negativ | Bilirubin: Bilirubin: 
| stark positiv stark positiv 


Harn: in 1 cm Schicht- | Harn: in 1 cm Schicht- 
dicke durchsichtig, 


dicke undurchsichtig- | 


braun | braunlichgelb 
Harnfiltrat : Himatin | Harnfiltrat : Himatin 
schwach positiv _— stark positiv (Ht 12) 
Methimoglobin: | Methamoglobin: 
sehr stark positiv | negativ 
Oxyhamoglobin: | Oxyhamoglobin: 
ziemlich stark positiv | negativ 
Bilirubin: negativ | Bilirubin: negativ 
Urobilin: negativ | Urobilin: negativ 


Harnsediment: Mabige | Harnsediment: ziemlich 
Menge, braun, Haimatin | reichlich; sepiabraun, es 
enthaltend _ enthalt lediglich Hama- 


tin | 





1) Alle Fille sind klinisch beobachtet und behandelt von Herrn 
Dr. Briitt. Der erste Fall endete tédlich, die beiden anderen sind geheilt 
entlassen. 

2) Tédlich verlaufen. 
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1. Fall. (Fortsetzung.) 


| Gleich nach der Ent- | 4-5 Stunden nach der 


Vor der Entbindung 


bindung 


Entbindung 








Das aus mikro- 
skopischen Teilchen be- 
stehende, in Wasser sus- 
pendierte Sediment gibt 
bei Zusatz von Schwefel- 
ammonium sofort ein 
starkes Hamochromo- 
genspektrum. Das Sedi- 
ment lést sich in Wasser 
unter Zusatz von wenig 
n/:o-Kalilauge und gibt 
das Spektrum des Haima- 
tins, bei Zusatz von 
Schwefelammonium das 
des Hamochromogens. 
Mikroskopisch bestand 
das Sediment aus amor- 
phen Teilchen, sowie 
Cylindern und Zellen, die 
mit braunem Farbstoff 

durchsetzt waren. 





2. Fall. 











Vor der Entbindung 


Nach der Entbindung 





Blutserum: in 1 cm Schichtdicke 


bernsteingelb, klar 


Hamatin: ziemlich stark posi- 


tiv (Ht 8) 
Methaimoglobin: negativ 


Entbindung. 


stark gelb 


(Ht 6) 


Methimoglobin: negativ 


I. Punktion: 5 Stunden nach der 
Blutserum: in 1icm Schichtdicke 


Haimatin: mafig stark positiv 


Oxyhimoglobin; ziemlich stark po- | Oxyhamoglobin: schwach positiv 


sitiv 


Bilirubin: negativ 





| Bilirubin: mafig stark positiv 
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2. Fall. (Fortsetzung.) 


a 


Vor der Entbindung 


Nach der Entbindung 





Harn: in 1 cm Schichtdicke braun- 
gelb 


Harnfiltrat : 
Hamatin: stark positiv(Ht13) 
Methimoglobin: sehr schwach 
positiv 
Oxyhamoglobin: negativ 
Bilirubin: negativ 


Harnsediment: ziemlich reichlich, 
sepiabraun; es enthilt lediglich 
Hamatin von derselben Beschaffen- 
heit wie beim Harn des I. Falles 
Mikroskopisch: viele mit Ha- 

matin durchsetzte Cylinder, so- 
wie Nierenepithelien u. amorphe 
Teilchen. 





Il. Punktion: 20 Stunden nach der 
Entbindung. 


Blutserum: in 1 cm Schichtdicke 
gelb 
Haimatin: positiv (Ht 3) 
Methimoglobin: negativ 
Oxyhaimoglobin: sehr schwach 
positiv 
Bilirubin: schwach positiv 


Harn: in 1 cm Schichtdicke gelb 


Harnfiltrat : 
Himatin: 


Methamoglobin: negativ 





Oxyhaimoglobin: | 

Bilirubin: schwach positiv 

Urobilin: schwach positiv 

Harnsediment: gering, braun, ent- 

halt lediglich Himatin 

Mikroskopisch: mit Hiimatin 
durchsetzte Cylinder u. Nieren- 
epithelien, aber in weit ge- 
ringerer Menge als vor der Ent- 
bindung. 


lll. Punktion: 29 Stunden nach 
der Entbindung. 


Blutserum: in 1 cm Schichtdicke 
gelb 
Himatin: schwach positiv') 
(Ht 1'/2) 
Methamoglobin: negativ 
Oxyhimoglobin: schwach positiv 


') Bei der Entlassung der Kranken war die Himatinreaktion negativ! 





2. Fall. 





O. Schumm, 


(Fortsetzung). 








Vor der Entbindung 


Nach der Entbindung 





Paroxysmale 


Harn: (12 std. Portion): in 1 cm gelb 


Harnfiltrat : 
Hamatin 
Methamoglobin 
Oxyhimoglobin 
Bilirubin 


» negativ 





Harnsediment: reichliches Sediment. 
lateritium, darin eine Spur Ha- 
matin. 


| 


Himoglobinurie. 


Von den zwei untersuchten Fallen gab nur der eine positive 


Reaktion. 
etwas Himatin. 


I, Fall: Im Serum reichlich Oxyhamoglobin und 
Im kiinstlich hervorgerufenen Anfall enthielt 


das Serum viel Oxyhimoglobin, Hamatin lie sich nicht nach- 


weisen. 


I]. Fall: Im Serum Oxyhimoglobin und Methimoglobin; 


Hiimatin nicht nachweisbar. 


Nervenkrankheiten. 


Bislang nur negative Himatinreaktion. 


Krankheiten des Stoffwecbsels. 


Co eee a ee ee ee ee negativ 
Diabetes insipidus (4 Falle). ... . negativ 
| ee ee a negativ 
Adipositas universalis (3 Falle) . -. negativ 
Blutkrankheiten: 
Animie (akute und chronische Blutungsanimie): negativ 
Pornisides Bubmie. . 6k hk we sehr haufig positiv 
CN a ce hae 4 ea AS Se OO negativ 
Lymphatische Leukaémie (2 Falle). ... . - - negativ 
Myelogene Leukaémie (2 Fille) ........ negativ 
Pseudoleukimie (Hodgkin, 2 Falle) ..... negativ 
Polycythaemia rubra (3 Fille) ....... - negativ 
Himorrhagische Diathese (6 Fille, darunter 
2 Fille von Skorbut und ein Fall von Pur- 
pura haemorrhagica): ....... ° - negativ 
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Es sei hervorgehoben, da8 wir bei der durch Carcinome 
bedingten, wie auch bei anderen Fiillen sogenannter sekundirer 
Anamie bislang in keinem Falle Haimatin gefunden haben. 

Ganz abweichend verhilt sich die pernizidse Animie. 
Zur Zeit unserer ersten kurzen Mitteilungen verfiigten wir nur 
uber Beobachtungen an 2 Fallen von primiérer perniziiser 
Animie und 1 Fall von schwerer Anamie durch Bothriocephalus 
latus.') Bei dem letztgenannten war die Reaktion negativ. 
Von den zwei Fallen von primirer perniziéser Animie gab der 
eine bei einmaliger Untersuchung negative Reaktion. Der andere 
Fall gab bei dreimaliger Untersuchung jedesmal positive Reak- 
tion (August 1912 stark positiv, Oktober 1912 schwach positiv, 
Dezember 1912 miafig stark positiv [Ht 5}. 

Ich habe dann Gelegenheit gehabt, das Blut weiterer 8 
Falle von pernizidser Anaimie zu untersuchen. Sie lieferten 
samtlich positive Reaktion (einmal Ht 1+, einmal Ht 2, ein- 
mal Ht 3, zweimal! Ht 4, einmal Ht 8, einmal Ht 11, einmal Ht 13). 
Bei einem Falle war die Reaktion nach 4 Wochen gleich stark 
(Ht 4); bei einem anderen Falle war die Reaktion bei der 
ersten Untersuchung positiv (Ht 4), nach langerer drztlicher Be- 
handlung negativ.?) Bei einem anderen Falle war die Reaktion 
zuniichst negativ, bei Verschlechterung des Zustandes positiv. 

Bei dieser Sachlage erscheint H. Schottmillers*) Hin- 
weis auf die diagnostische Bedeutung der positiven Haimatin- 
reaktion bei der pernizidsen Anémie wohl begriindet. In- 
zwischen sind unsere Beobachtungen von anderer Seite be- 
statigt worden. Hymans van den Bergh und J. Snapper‘) 
haben bei mehreren Fallen von pernizidser Anamie positive 
Reaktion gefunden. Sie stellten ferner durch ‘Untersuchung 
an der frisch exstirpierten Milz eines Falles von perniziéser 





1) Vgl. Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 53, S. 2925. 

*) Zwei dieser Fille standen unter der klinischen Beobachtung von 
Herrn Prof. Dr. Schottmiiller, vier unter derjenigen von Herrn Dr. 
A. Lorey. 

3) 1. c. Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 5. 

*) Vgl. Berl. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 42. Hymans van den 
Bergh und J. Snapper, Uber anhepatische Gallenfarbstoffbildung. 
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Animie fest, daf das Blut aus der V. splenica viel mehr Haématin 
enthielt als das der V. cubiti. 

Anm. Die kiirzlich von A. Herz') ausgesprochene Ansicht, daf 
bei der pernizidsen Andmie der Blutzerfall nicht im strémenden Blute 
erfolge (sondern in der Milz und Leber), ist nach A. Pappenheim’) 
nicht zutreffend. 

In welchem Prozentzatz der Falle die Reaktion positiv 
ist, la4Bt sich aus der immerhin nur mabigen Zahl von Fallen 
noch nicht sicher entnehmen. — Allem Anschein nach ist die 
pernizidse Anamie aber durch die Haufigkeit der positiven 
Reaktion ausgezeichnet. Bei der Weiterfiihrung der Unter- 
suchungen wird noch genauer auf die naheren Umstande 
(Stadium der Erkrankung, Einflu8 der Therapie auf den Ha- 
matingehalt des Blutes u.a.) zu achten sein. 


Chronischer familidrer Ikterus. 


In den bislang gepriiften 2 Fallen war die Reaktion 
positiv (Ht 1 bis Ht 2). Bei dem einem Falle, der unter der 
klinischen Beobachtung von Herrn Prof. Dr. Schottmiiller 
stand, war die Reaktion anfangs posiliv, bei einer langere Zeit 
danach erfolgten Blutentnahme negativ. Aus diesen wenigen 
Beobachtungen la%t sich nur schliefen, da bei chronischem 
familiiren Ikterus haufiger eine positive Haimatinreaktion vor- 
kommen diirfte. Erwahnt sei, daB C. Hegler bereits im Jahre 
1910 iiber das Vorkommen von Methimoglobin’) im Blut- 
serum bei einem Falle von <hamolytischem Ikterus» berichten 
konnte. — Neuerdings hat Oelhafen*‘) einen abnormen Farb- 
stoffgehalt des Serums bei einem Falle von hamolytischer 


Animie mit Ikterusanfillen beobachtet. Der Bericht iiber die | 


Untersuchung des Blutserums lautet: «Serumfarbe: dunkelgelb- 





') A. Herz, Uber Andmien, Medizin. Klinik 1914, Nr. 25, S. 1049. 

*) A. Pappenheim, Referat in den Folia haematologica (Zentral- 
organ), Bd. 17, H. 2, 1915, S. 116. 

8) C. Hegler, Vortrag im Arztlichen Verein zu Hamburg am 
6. XII. 1910. 

*) Demonstration in der Sitzung des Mediz.-Naturw. Vereins zu 
Tiibingen vom 15. Nov. 1915, referiert in der Miinch. med. Wochenschr. 
1916, Nr. 7, S. 244. 
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braun; im Spektrum: Hb = Streifen und Rechtsverdunklung >. 
Bei der angegebenen Farbe des Serums besteht die Wahr- 
scheinlichkeit, dafi auBer dem Hb (gemeint ist wohl Oxyhimo- 
globin) noch Himatin oder Methémoglobin oder beide, viel- 
leicht auch noch Bilirubin, im Serum vorhanden war. 


Extrauterine Schwangerschaft. 


Unter 9 untersuchten Fallen habe ich in 4 eine positive 
Reaktion gefunden, einmal Ht1, zweimal Ht 3; im vierten 
Falle war die Reaktion stark positiv (bei der ersten Blutent- 
nahme Ht 4, dabei viel Oxyhamoglobin, bei der zweiten, 3 Tage 
spiiter vorgenommenen Punktion Ht 30, dabei nur Spuren Oxy- 
haimoglobin, bei der dritten, 7 Tage spater vorgenommenen 
Punktion Ht 14). Uber diese positiven Befunde ist schon vor 
einiger Zeit von H. Schottmiiller') berichtet worden. — In 
4 weiteren Fallen, die von den Herren Dr. Oehleker und 
Dr. Hegler klinisch beobachtet wurden (darunter ein Fall von 
geplatzter Tubargraviditat), fand ich negative Reaktion. Welche 
Umstiande, von der Blutung in das Gewebe oder in das Peri- 
toneum abgesehen, das Auftreten des Himatins im Blutserum 
begiinstigen, ist noch nicht klargestellt. Wegen der diagno- 
stischen Bedeutung der positiven Haématinreaktion bei frag- 
licher Extrauteringraviditaét sei auf die Ausfiihrungen H. Schott- 
millers verwiesen.?) 


Einige in die obigen Gruppen nicht einbezogene 


Erkrankungen. 
Rpopletie 2. « 4th ee we negativ 
Haematocele retrouterina (1 Fall) . negativ 
Haematothorax (1 Fall). ..... negativ 
Subcutanes Himatom (1 Fall). . . negativ 
Myoma uteri (1 Fall). ...... negativ 
Chronischer Muskelrheumatismus . negativ 
Osteomyelitis (3 Fille) ....-+ . negativ. 





1!) H. Schottmiiller, Uber Icterus im allgemeinen und bei Extra- 
uteringraviditaét im besonderen. Minch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 5. 
Sk ¢€ 
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Verbrennungen. 
Verbrennungen 2. Grades (2 Faille) . . ... . negativ 
> 3. > SS oer ee positiv 
(2. >») .«... . . negativ')(aber Methimo- 


globin enthaltend) 
Akute Sonnenverbrennung im Sonnenbad (1 Fall). negativ. 


Vergiftungen. 


1. Akute Bleivergiftung (1 Fall)... . . Héamatinreaktion negativ 
Chronische Bleivergiftung, 3 Falle, teils 
mit starker Animie (im Harn deutlicher 
Porphyrimgenal) ..6 «6s es be Hw Reaktion negativ 
2. Akute Chromsdurevergiftung®) (1 Fall) Reaktion stark positiv. 


Ausgang: Genesung. 
Blut vom 1. Krankheitstage: Oxyhamoglobin und reichlich 


Hamatin 

> » 2 > : sehr reichlich Himatin, weni- 
ger Oxyhimoglobin als am 
1. Tage 

> » 3. > : sehr reich]. Hamatin, Spuren 
von Oxyhaimoglobin 

> >» 4, > : Himatingehalt geringer, Bili- 
rubin nicht nachweisbar. 

> » 8, > : Hamatingehalt geringer. 

> > 6. > : Himatingehalt bedeutend ge- 


ringer, aber noch deutlich 
nachweisbar. — Bilirubin: 
negativ. 

Nach einigen Wochen: Hamatin negativ. 


3. Akute Dinitrobenzolvergiftung. 

In den 4 Fallen, von denen der eine tédlich verlief,*) war die 
Reaktion deutlich bis ziemlich stark positiv (einmal Ht 8, zweimal Ht 6, 
einmal bei leichterer Vergiftung Ht 3. Methaimoglobin lief sich in keinem 
Falle nachweisen. Bei einem der schweren Faille, der in Genesung iiber- 
ging, gab das am Ende der ersten Krankheitswoche entnommene Blut 
schon wieder negative Himatinreaktion, enthielt aber jetzt viel Bilirubin. 


') Auch im Inhalt der Brandblasen kein Hiématin. 

*) Vgl. O. Schumm, Hamatinaémie bei toxischem Blutkérperchen- 
zerfall, mit einer Spektraltafel, Diese Zeitschrift, Bd. 80, 1912, S. 1. 

8) Herr Sekundararzt Dr. Becker, der mir die Blutproben iiberwies, 
beabsichtigt tiber den klinischen Verlauf der Fille demniachst naheres 


mitzuteilen. 
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4. Kohlenoxyd-(Leuchtgas-) Vergiftung. . Reaktion negativ. 
& Lyseivergifiung .. . «eee se ee 6 Reaktion negativ. 
6. Maretinvergiftung. 

In mehreren Fiillen von Anamie nach arzneilichem Gebrauch von 
Maretin, bei chronischer Polyarthritis, die C. Hegler beobachtete, fand 
ich deutlich positive Hamatinreaktion (Ht 2 bis Ht 3). Methimoglobin 
lief sich nicht nachweisen. ') 


7. Argyrie. 

In dem einzigen von C. Hegler und mir untersuchten Falle war 
die Reaktion bei der ersten Blutentnahme eben erkennbar positiv, bei 
der nach langerer Zeit wiederholten Untersuchung negativ. Hier sind 
weitere Untersuchungen notwendig. 

8. Kali chloricum-Vergiftung, 


Bei einem schweren Vergiftungsfalle (an 50g KCIO, per os!) 
wurde kiirzlich von J. Feigl*) im Blute ein betrachtlicher Himatingehalt 
(Ht 6) neben Methimoglobin gefunden. 


Uber die Beziehungen zwischen dem Auftreten von 
Oxyhamoglobin, Methamoglobin, Himatin und Bili- 
rubin im Blutserum. 


Wiederholt habe ich beobachtet, da’ unter den Farb- 
stoffen des Blutserums bei der ersten Blutentnahme das Oxy- 
hamoglobin (oder Methémoglobin) tiberwog, bei der folgenden 
Blutentnahme das Himatin und nach einigen weiteren Tagen 
das Bilirubin, das zuletzt nur noch allein vorhanden war. In 
mehreren Fallen fehlte bei der ersten Blutentnahme das Bili- 
rubin entweder ganz oder bis auf bedeutungslose Spuren, 





‘) Von Krénig ist schon vor geraumer Zeit bei einem Falle von 
Maretinvergiftung (nach 16 Tage langem Gebrauch von 2 x taglich 0,25 g) 
im Blut Methamoglobin gefunden worden; wegen der Literatur ver- 
gleiche F. Erben, Vergiftungen II, klinischer Teil, S. 344, Verlag von 
W. Braumiiller, Wien und Leipzig 1910. 

*) J. Feigl, Hainatinimie bei Vergiftung mit Kaliumchlorat, Vor- 
trag in der biol. Abt. d. arztl. Vereins zu Hamburg, Sitzung vom 7. April 
,1914. Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 28, S. 1583. 

Nach einer freundlichen miindlichen Mitteilung wird Herr 
Dr. J. Feigl iiber die an diesem Vergiftungsfall ausgefiihrten Unter- 
suchungen demnichst ausfiihrlich berichten. 
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wihrend Methaimoglobin allein oder Methimoglobin und Ha- 
matin oder Himatin ziemlich reichlich vorhanden war. Es lage 
nahe, in solchen Fillen anzunehmen, daf der Blutfarbstoff 
stufenweise tiber Himatin in Bilirubin tibergeht. Wieder in 
anderen Fallen war sehon bei der ersten Blutentnahme neben 
Methimoglobin sowohl Haématin als auch Bilirubin in bedeutender 
Menge vorhanden. — Meine bisherigen Beobachtungen ge- 
statten nun weder den SchluB, daB dem Auftreten von Himatin 
im Blutserum regelméfig ein hoher Gehalt an Blutfarbstoff 
vorausgehen muB, noch dab ein erhéhter Gehalt des Serums an 
Blutfarbstoff regelmaBig zum Auftreten von Himatin im Serum 
fiihrt. Es erscheint beachtenswert, daB ich bei den vielen 
Fallen von echtem (Bilirubin-)I[kterus mit hohem Bilirubingehalt 
des Blutes (z. B. auch bei biliérer Pneumonie) im ganz frischen 
klaren Serum deutlich, teilweise sogar stark erhdhten Oxy- 
himoglobingehalt, aber héchstens einmal zweifelhaft positive 
Himatinreaktion (in 2 Fallen) gefunden habe. 


Die Méglichkeit, daf vielleicht auch bei den gewoéhnlichen Fallen 
von Ikterus geringe Spuren von Hamatin im Serum enthalten sind, die 
mit der von mir benutzten Reaktion nicht mehr nachgewiesen werden 
kénnen, ist ohne weiteres zuzugeben, kommt aber fiir die Frage der 
diagnostischen Verwertbarkeit der Reaktion nicht in Betracht. 


Uber die Beziehungen zwischen dem Farbstoffgehalt 
des Blutserums und dem des Harns. 


Der Farbstoffgehalt von Blutserum und Harn stimmen zwar 
in manchen Fallen im wesentlichen iiberein, sehr oft bestehen 
aber durchgreifende Unterschiede. Zum Beispiel enthielt bei 
einem Falle von Puerperalsepsis (Bac. phlegm. emphys. E. Fraen- 
kel) das Serum nur Methamoglobin, der zugehoérige Harn sehr 
viel Methimoglobin, aber auch viel Hamatin (gr6Btenteils als 
Sediment). Bei einem zweiten Falle enthielt das Blutserum 
auger Oxyhaémoglobin ziemlich viel Hamatin (Ht 8), der zuge- 
hoérige Harn dagegen nur eine Spur Hamatin, aber viel Met- 
haimoglobin. Bei einem dritten Falle enthielt sowohl Serum 
wie Harn viel Methimoglobin. Bei einem Falle von Malaria 
war die Hamatinreaktion im Blutserum starker als im Harn, 
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der nur im Sediment eine kleine Menge Hamatin enthielt. In 
einem Falle von Schwarzwasserfieber war die Hiimatinreaktion 
im Blutserum und Harn etwa gleich stark. Bei dem einen Fall 
von Verbrennung III. Grades enthielten sowohl Serum wie Harn 
viel Haimoglobin, aber kein Haimatin. In dem einen Falle von 
Extrauteringraviditéit enthielten sowohl Serum wie Harn eine 
reichliche Menge gelésten Hiimatins. — Hiufig habe ich ge- 
funden, daf bei deutlich positiver Reaktion des Blutserums 
der filtrierte Harn negative Hamatinreaktion gab und nur im 
Sediment eine geringe Menge Héimatin vorhanden war. Bei 
dem einen Falle von Schwangerschaftseklampsie fand ich an 
einem Tage bei Serum und Harn nahezu vollstindige Uber- 
einstimmung im Gehalt an geléstem Himatin (Serum Ht 11, 
Harnfiltrat Ht 12); ein wichtiger Unterschied bestand aber in- 
sofern, als das Serum in betrichtlicher Menge Bilirubin ent- 
hielt, wihrend es im Harn dieses Tages nicht auftrat. Auch 
sonst habe ich schon wiederholt das Fehlen des Bilirubins im 
Harn bei deutlich vermehrtem Bilirubingehalt des Serums be- 
obachtet. — Ein schroffer Gegensatz im Farbstoffgehalt von 
Harn und Blutserum bestand natiirlich bei den Fiillen von 
echter himorrhagischer Nephritis. 

Oben ist schon erwiéhnt, daB das Himatin im Harn teils 
gelést, teils im Sediment enthalten gewesen sei. In einem Falle 
mit fast gleichem Hamatingehalt des Harns und des Serums 
war auch die braungelbe Farbe beider Fitissigkeiten zum Ver- 
wechseln ahnlich. 

Nachdem ich nunmehr bei einer Anzahl der beschriebenen 
Faille in den Harnen echte Himatinsedimente gefunden habe, 
kann ich einige Angaben tiber ihr allgemeines Verhalten machen. 
Sie bestehen teils aus amorphen Teilchen, teils aus Harn- 
zylindern und Epithelien, die mit Hamatin durchsetzt sind. 
In Wasser und 1°/oiger Sodalésung sind sie in einzelnen Fallen 
léslich, hiiufiger aber unldslich oder sehr schwer ldslich, in 
Wasser unter Zusatz von wenig ®/10-Kalilauge leicht ldéslich. 
Sie geben nicht die spektroskopisch-chemischen Reaktionen 
auf Methiimoglobin, aber die bekannten Reaktionen des natiir- 
lichen Héimatins. Ihre rein wésserige Aufschwemmung 
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gibt, ebenso wie die Lésung in 1°/oiger Soda (s. 0.), nach Zusatz 
von Schwefelammonium sogleich das Absorptions- 
spektrum des Himochromogens. Die Lésung in Kali- 
wasser gibt natiirlich ebenfalls diese Reaktion. — Das bekannte 
hiufigere Vorkommen von Hamoglobin in Niederschlagen der 
Harne bei Himaturie bedarf hier keiner Besprechung. 


Uber die Beziehungen zwischen dem Farbstoffgehalt 
des Blutserums und der Hautverfiairbung. 


Wie ich schon friiher angegeben habe, hat himatinreiches 
Serum eine mehr ode weniger stark braungelbe Farbe. Ent- 
hilt das Serum gleichzeitig Himatin, Methimoglobin und Oxy- 
himoglobin, so zeigt es Farbténe, in denen je nach dem Mengen- 
verhiiltnis der genannten Farbstoffe entweder Braungelb, Braun 
oder Rot vorherrscht. Durch die gleichzeitige Anwesenheit von 
Bilirubin wird die gelbe T6nung verstirkt. Es erscheint verstiand- 
lich, dafi Erkrankungen, bei denen das Serum neben Bilirubin 
reichlich Himatin oder nur dieses enthalt, eine andere Art von 
«Ikterus» aufweisen wie bei einfacher Bilirubinimie. Da Faille 
dieser Art hier mehrfach beobachtet sind, vertritt H. Schott- 
miiller meines Erachtens mit Recht die Auffassung, daB «ein 
hoher Gehalt des Serums an Hamatin oder einem anderen 
Derivat» zweifellos «erheblich zur Niianzierung der Haut und 
zwar im Sinne einer gelb-braunlichen Verfarbung beitrigt».') 
Er wendet auf diese Falle die Bezeichnung « hamato-hepatogener » 
oder <hiimolytischer Ikterus» an. 

Bei Fallen, in denen das braungelbe Serum nur oder 
ganz iberwiegend Himatin enthilt, ware fiir die damit ein- 
hergehende eigenartige Hautverfairbung?) vielleicht die Bezeich- 
nung «Hiimatin-Ikterus»*) angebracht. 


4) Vel. H. Schottmiiller, |. c., Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 5. 

*) Sie wird als braungelb, briunlichgelb oder dunkelbronzegelb u. a. 
bezeichnet; vgl. ferner E. Fraenkel, Diskussion zum Vortrage iiber Met- 
himoglobinamie und Hamatinaémie. Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 53. 

8) Vgl. O. Schumm, Diskussion zum Vortrage von J. Feigl, 
Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 28, S. 1583. 
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Zusammenfassung. 


1. Eine im Sinne der hier angewandten Probe deutlich 
positive Hamatinreaktion ist eine ausgesprochen pathologische 
Erscheinung. Sie tritt nach den bisherigen Erfahrungen hiufig 
bei solchen Zustiinden auf, die mit einer, der Art, dem Um- 
fange oder dem Orte nach abnormen Zersetzung von roten Blut- 
korperchen verbunden sind; Beispiele: Vergiftungen durch be- 
stimmte anorganische und organische Blutgifte, Verbrennungen 
Ill. Grades, Schwangerschaftseklampsie, Malaria, Sepsis 
durch den Bacillus phlegmones emphysematosae 
E. Fraenkel, Perniziédse Anamie, Chronischer familiaérer 
Ikterus, Extrauterine Schwangerschaft, Lungeninfarkt. 

2. Stark positive Reaktionen sind vorwiegend beobachtet 
bei einzelnen Vergiftungen, bei Schwangerschaftseklampsie, bei 
Sepsis durch den Bac. phlegm. emphys., Pernizidser Aniimie, 
Extrauteriner Schwangerschaft, Lungeninfarkt; doch weist der 
Himatingehalt in solchen Fillen je nach der Art und nach dem 
Stadium der Erkrankung starke Schwankungen auf. 

Bei Malaria ist eine ziemlich stark positive Reaktion nur 
ausnahmsweise beobachtet; durchweg war bei den positiven 
Fallen der Himatingehalt nur gering. Er kann dann bei ober- 
flichlicher Untersuchung ziemlich leicht iibersehen werden, 
ist aber in einem ziemlich hohen Prozentsatz der Falle von 
Malaria zweifellos vorhanden. 

3. Unter giinstigen Umstinden kann im Organismus selbst 
ein starker Himatingehalt des Blutserums in wenigen Tagen 
ganz oder bis auf Spuren verschwinden. 

4. Die Beziehungen zwischen dem Auftreten von Met- 
himoglobin, Haimatin und Bilirubin im Blutserum sind noch 
nicht geniigend geklirt. Die genannten Stoffe erschienen in 
den untersuchten Fallen teils gleichzeitig, teils einzeln. Dab 
dem Auftreten von Himatin im Serum ein sehr hoher Oxy- 
hamoglobingehalt vorangehen muf, ist an der Hand unserer 
Fille nicht zu erweisen. Ein erhéhter Gehalt des Serums an Oxy- 
hamoglobin braucht nicht zum Auftreten von Himatin zu fiihren. 

4* 
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5. Der Farbstoffgehalt von Serum und zugehérigem Harn 
stimmen in manchen Fiillen im wesentlichen tiberein; sehr oft 
bestehen aber durchgreifende Unterschiede. Unter Umstanden 
ist der Gehalt an Himatin und die Farbe von Blutserum und 
Harn etwa gleich. — Im Harn erscheint das Hématin oft zum 
betrachtlichen Teil im Sediment. 

6. Die in Fallen von ausgesprochener Hamatiniémie vor- 
kommende eigenartig braungelbe Hautverfarbung diirfte in 
nichster Beziehung zum Hiimatingehalt des Serums stehen 
und demnach zum Unterschied von dem echten (Bilirubin-) 
Ikterus als Himatin-Ikterus zu bezeichnen sein. 

7. Nachdem ein starker Haématingehalt des Blutserums 
nunmehr auch bei gewissen Vergiftungen gefunden worden ist, 
bei denen man friiher nur das Auftreten von Methaimoglobin 
beobachtet hatte, erscheint es notwendig, die Einwirkung der 
sogenannten Blutgifte auf den roten Blutfarbstoff nach dieser 
Richtung einer erneuten Untersuchung zu unterziehen. 
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Zur Biologie aromatischer Arsenverbindungen. 


Von 


Ernst Sieburg. 





(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie der Universitat 
zu Rostock.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7, Marz 1916.) 








Das uralte Heilmittel Arsen wurde in Form von arseniger 
Saure zuerst im Jahre 1902 von Laveran und Mesnil!') bei 
experimentell mit Trypanosomen infizierten kleinen Versuchs- 
tieren angewandt und sein Heilwert bei Erkrankungen dieser 
Atiologie festgestellt. Etwas spiter, 1905, wurde zuerst eine 
sehr viel weniger giftige organische Arsenverbindung, das 
Natriumsalz der p-Aminophenylarsinséure, bekannt unter dem 
Namen Atoxyl, mit Erfolg bei derartig experimentell erzeugten 
Trypanosomenkrankheiten benutzt.?) Fruchtbringend fiir die 
praktische Medizin wurde die Frage der Behandlung von In- 
fektionskrankheiten mit Arsenikalien aber erst durch die Ar- 
beiten von Paul Ehrlich und seiner Schule, deren Kulminations- 
punkt die Darstellung und die von den héchsten Erfolgen gekrénte 
Einfiihrung des Salvarsans in die Therapie der mensch'ichen 
Syphilis bildet. 

Von der grofien Zahl der durchuntersuchten Arsenikalien, 
die alle AbkOmmlinge der Phenylarsinséure sind, wirkt die eine 
Gruppe nun zwar sehr prompt auf die Infektionserreger, ist 
aber fiir den Wirtsorganismus auBerordentlich giftig; die andere 
Gruppe schadigt den Organismus zwar weniger, laBt jedoch 
auch die Parasiten ziemlich unbehelligt. In mancher Hinsicht 
ist es den Arsenikalien wie den Desinfektionsmitteln zu Beginn 
der antiseptischen Ara gegangen: das Sublimat, das in den 
Hinden von Robert Koch zuerst soviel versprach, versagte 
als Desinficiens des Organismus vollig. Die Vorstellung, dab 
die organischen Arsenverbindungen innere Antiseptica sind, ist 
ja, namentlich wenn wir von einer «Therapia sterilisans magna» 
reden, zunachst naheliegend, aber wir werden ihr kaum Raum 

‘) Laveran und Mesnil, Annal. de l'Institut Pasteur 1902, pg. 785. 

*) Thomas, British Medical Journ., Bd. 50, S. 1140, 1905. — Proc. 
Royal Society, Bd. 76, S. 513, 1905. — Memoir XVI Liverpool School of 
Tropical Medicine, 1905. 
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geben, wenn wir bedenken, wie die gewohnlichen Antiseptica 
parasiticid wirken. Sie greifen ja alle meist recht grob physi- 
kalisch-chemisch in das Protoplasmagefiige ein, zerst6ren es wie 
die Halogene, wirken eiweiffillend wie die Schwermetallsalze 
und dringen in die Lipoidsubstanzen ein wie die Fettl6sungsmittel. 

Weiter wird viel dariiber hin und her diskutiert, ob in 
den aromatischen Arsenverbindungen die Arsenkomponente das 
wirksame Prinzip darstellt. Es mu gleich hier festgestellt 
werden, daf, wenn irgendwo von Arsenwirkung die Rede ist, 
immer Arsenikwirkung gemeint ist. 

Den am sinnfilligsten in die Erscheinung tretenden An- 
griffspunkt des Arsens bilden die Vasomotoren der GefaBe, vor- 
nehmlich der Kapillaren mit Pradilektion im Gebiete des Sym- 
pathicus und Vagus, die in exquisiter Weise gelahmt werden. 
Die hierdurch bedingte Blutstromverlangsamung dokumentiert 
sich in Kreislaufst6rungen des besonders stark mit Kapillaren 
versehenen Darmes und der Nieren, die sich zu mehr oder 
weniger ausgesprochener Diapedese von Erythrocyten und 
schlieBlich Stase in den Kapillaren steigern kann. Hierzu tritt 
eine zweite, mehr lokale Wirkung des Arsens: eine zwar langsam 
einsetzende, dann aber hochgradige Atzwirkung. So bietet das 
Vergiftungsbild auf seiner Hohe schwerste blutige Veranderungen 
des ganzen Darmepithels. Nehmen wir mit Schlayer'!) zwei 
Formen von toxischer Nephritis an, eine tubulére und eine 
vasculiire, welch letztere an den Nierengefafen einsetzt und 
rapide zu ihrer Insufficienz fitihrt, so erzeugt das Arsen als 
GefiéBgift zunaichst eine rein vasculare Form der Nephritis, zu 
der dann sekundir infolge der Atzwirkung der sich aus- 
scheidenden Substanz eine tubulire hinzutritt, indem das Arsen 
jetzt direkt die Epithelien der gewundenen Harnkandlchen 
schiidigt und sie zur Nekrose bringt. — Eine dritte, noch weniger 
studierte Wirkungsweise des Arsens duBert sich in Stoffwechsel- 
stdrungen, mit Auftreten unvollkommen abgebauter Stoffwechsel- 
produkte in den Geweben und Filiissigkeiten, die sich auch 
pathologisch-anatomisch in Form von Verfettung der edlen Or- 


') Schlayer und Hedinger, Dtsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 90, 
S. 1, 1907. — Schlayer, 9. Beiheft zur Med. Klinik, 1912. 
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gane, des Herzens, der Leber und der Nieren, dartun. Endlich 
sind als Arsenwirkung noch zu erwihnen Affektionen des 
zentralen und peripheren Nervensystems, in Form der mannig- 
fachsten Gehirnsymptome, motorischen und sensiblen Paresen 
sowie manchmal auch Neuritiden. 

Es werfen sich nun die Fragen auf: Wirken die aroma- 
tischen Arsenverbindungen qualitativ und quantitativ wie ar- 
senige Saure; d. h. entsprechen einmal ihre toxischen Dosen 
einem gleichen Aquivalent der arsenigen Saéure, und sehen wir 
bei ihrer Anwendung dieselben Erscheinungen, wie die oben 
kurz skizzierten? Weiter, ist der parasitenabtdtende Effekt 


der Toxizitaét proportional ? 
I. Arsenige Siéiure und Arsensiure. 


Zur Demonstration der Toxizitét der arsenigen Saure bei 
den gebriéuchlichsten Laboratoriumstieren seien einige neuere 
Angaben herausgegriffen und in umstehender Tabelle zu- 
sammengestellt. Die Zahlen stellen die tédliche Dose in Milli- 
grammen pro Kilogramm Tier dar. 

Auf die mdglichen Fehlerquellen bei den, wenn auch 
nicht gerade erheblichen Unterschieden der verschiedenen 
Autoren macht Joachimoglu (I. c.) aufmerksam, indem er auf 
den recht verschiedenen Arsengehalt der in den Handel kom- 
menden Priparate der arsenigen Séure und der gleich zu er- 
wahnenden Arsensaure hinweist. 

Nehmen wir 5 mg As,O, als intravends tddliche Dose 
pro Kilogramm Kaninchen an, so ist dies ungefahr gleich 
5/100 Millidquivalentgramm pro Kilogramm, und 16—18 mg 
KAsO, als tédliche Dose pro Kilogramm Maus entsprechen 
10/199—12/100 Millidquivalentgramm. Im folgenden ist der exakte 
Ausdruck Milliiquivalent, der stets auf ein Atom As im Molekiil 
Bezug nimmt, mit dem Ausdruck «Millimolekil» identifiziert, 
wobei bei den zweiatomigen As-Verbindungen der halbe Wert 
in Rechnung gesetzt ist. 

Die Arsensiure bietet nach den neueren Untersuchungen 
von Kionka’) Kaninchen subcutan gegeben beziiglich ihrer 
quantitativen Giftwirkung gegeniber der arsenigen Saure kaum 

1) H. Kionka, Arch. intern. de Pharmacodyn. et de Thér., Bd. 21, 
S. 489, 1911. 
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Meer- 
Autor Kaninchen Maus Hund Katze 


schwein 





Brouardel'). . .|10 As,0, sub-|13 As,0,{  — in ve 
‘cutan "7 ‘As ,0,| subcutan 
| intraven. 


Joachimoglu’) .'5 As,O, sub- — — - — 
| cutan (genau 
neutralisiert 
u. As-Gehalt 
bestimmt) 


Kochmann’). . .| 6—7 As,O, — conse _ 


(als K-Salz in- 
travends) 


Kunkel‘) .... -— —_— — 2—3 — 
KAsO, 


intravends 


Luithlen’). ... unter oe — — a 
10 Na,As,0, 
intravenés 
Morishima®). . .| 7—8 As,O, — — one nae 
subcutan 


Willberg’). . . .| 10 KAsO, |10 KAsO,| 16—18 | 8 KAsO, |7KAsO, 
subcutan j|subcutan/; KAsO, | subcutan; sub- 
subcutan cutan 


Unterschiede. Doch werden Kionkas Ausfiihrungen von Jo- 
achimoglu, wie es scheint, mit Recht, beanstandet. Friihere 
Versuche ®) zeigen, dafi die Wirkungen der Arsensdure sehr 
viel spiiter einsetzen und den Tod spater zur Folge haben, 
als arsenige Séure. Weiter ist bekannt, daf fiir gewisse 
niedere Tiere, niedere Pilze und die phanerogamen Pflanzen 
die Salze der Arsensiure im Gegensatz zu denen der arsenigen 
Siiure in bestimmter Konzentration fast ungiftig sind.®) Mit 
Hilfe einer sinnreichen Versuchsanordnung zeigte Joachimoglu, 


) G. Brouardel, Etude sur l’Arsenicisme. Thése de Paris 1897. 

*) G. Joachimoglu, Biochem. Zeitschr., Bd. 70, S. 144, 1915. 

5) M. Kochmann, Miinch. med. Wochenschr. Nr. 1, 1912. 

*) A. Kunkel, Handb. d. Toxikol., Jena 1899, Bd. 1, S. 262. 

5) F. Luithlen, Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther., Bd. 13, 1913. 

*) Morishima, Arch. intern. de Pharm. et Ther., Bd. 7, S. 65, 1900. 

7) M. Willberg, Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 231, 1913. 

¥ Literatur dariiber bei Joachimoglu. 

) 0. Loew, Pfliigers Arch., Bd. 32, S. 111, 1883. — Ebenda, Bd. 40, 

S. 437, "1887, — E. Harnack, ‘Arch. exper. Path. u. Pharm., Bd. 48, 


S. 61, 1902. 
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da8 fiir isolierte Organe, Froschherz und Kaninchendarm, die 
arsenige Séure etwa dreihundertmal giftiger ist als die 
Arsensaure. 

Speziell fiir Trypanosomen (Stamm Nagana ferox) wies 
Neven!) im Ehrlichschen Laboratorium nach, dai sie im 
Reagenzglas von arseniger Saéure noch in einer Verdiinnung 
von 1:20000 abgetétet werden, wahrend sie durch Arsensaure 
erst in einer Konzentration von 1:100 absterben. Hier ist 
also die Wirkung der arsenigen Siéure ziemlich analog der 
toxischen auf gewisse isolierte Organe, naimlich zweihundert- 
mal starker als die der Arsensdure. 


II. Reihe der Phenylarsinsaure. 


— OH 
— OH 
As = 0 As = 0 As === Ag AsH, 
Ss Oo 0 0 O 
i holt a at MF 
Phenylarsin- Phenylarsin- Arsenobenzol‘) Phenylarsin °) 
sdure *) oxyd °) 


Die Phenylarsinsiure ist die Muttersubstanz der ganzen 
Gruppe der aromatischen Arsenverbindungen. Sie ist die 
chemisch am einfachsten gebaute, zuerst dargestellte und die 
erste pharmakologisch untersuchte aromatische Arsinsaure, 
wenn auch die Angaben iiber den letzten Punkt etwas diirftig 
sind. H. Schulz®) gab einem Kaninchen davon 0,2 g sub- 
cutan, und da das Tier innerhalb der nachsten 3 Tage gesund 
blieb, nach Ablauf dieser Frist nochmals 0,3 g. Am anderen 
Tag war das Tier tot. Bei der Sektion fanden sich vor allem 
fettige Degeneration der edlen Organe, Injizierung der Darm- 
gefafie und Ekchymosen in der Schleimhaut des Darmes und 





1) 0. Neven, Uber die Wirkungsweise der Arzneimittel bei Trypano- 
somiasis. Inaug.-Dissert., Gielen 1909. 

*) Michaelis, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 9, S. 1568, 1876. 

5) La Coste und Michaelis, Liebigs Ann., Bd. 201, S. 200, 1880. 

*) Michaelis und Schulte, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 15, 
S. 1954, 1882. 

5) Palmer und Dehn, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 34, S. 3598, 1901. 

*) H. Schulz, Arch. exper, Path. u. Pharm., Bd. 11, S. 152, 1879. 
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der Blase. Schulz glaubte daraufhin eine reine Arsenwirkung 
vor sich zu haben. Igersheimer und Itami‘) halten diesen 
Befund von Schulz nicht unbedingt beweisend fiir Arsen- 
wirkung, da viele Tiere normalerweise Fett in den inneren 
Organen aufweisen; sie halten die Wirkung der Phenylarsin- 
siiure ebenso wie die des Atoxyls fiir eine Wirkung des 
«aromatischen Arsenkomplexes». Bei beiden Praparaten 
fanden sie in gleicher Weise bei subcutaner Vergiftung beim 
Hunde schwere Nierenhimorrhagien ohne grébere anatomische 
Veriinderungen der anderen inneren Organe, und bei der Katze 
hochgradig ataktisch-spastische Sto6rungen. — Von den Reduk- 
tionsstufen lést sich das Oxyd auBer in Fettl6sungsmitteln nur 
in starker Natronlauge, das Arsenobenzol nur in Fettlésungs- 
mitteln. Das Monophenylarsin ist ein sehr zersetzliches Ol. 
Diese drei letzteren Priparate sind somit fiir Tierversuche 
wenlg geeignet. 


III. Reihe der Oxy-phenylarsinsdure. 


— OH 
— OH 
As = 0 As = O As === Ag AsH, 
/ ~ ( Sy i * f > / 5 
| 
il —s \7 ie ‘sf 
OH OH OH OH OH 
Oxyphenyl- Oxyphenyl- Dioxyarsenobenzol ‘) Oxyphenyl- 
arsinsiure?) arsinoxyd®) arsin °) 


‘) Igersheimer und Itami, Arch. exper. Path. u. Pharm., Bd. 61, 
S. 18, 1909. 

*) Michaelis, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 20, S. 52, 1887. — 
D. R. P. 205 449 (1909), Speyerstiftung. — D.R. P. 205616 (1909), Farb- 
werke Hochst. — D. R. P. 250264 (1912), Bart. Es ist bezeichnend, wo- 
rauf Michaelis in seinem Vortrage in der Naturforschenden Gesellschaft 
zu Rostock (Sitzungsber. u. Abhandlung, Bd. VI, 2. Halfte, S. 33, 1915) hin- 
weist, dafs man die neueren Untersuchungen auf dem Gebiete der aroma- 
tischen Arsenverbindungen mehr in Patentschriften als in wissenschaft- 
lichen Zeitschriften zu suchen hat. 

8) D. R. P. 213594 (1909), Farbwerke Hochst. 

*) D. R. P. 206456 (1909), Farbwerke Hochst. 

5) D. R. P. 251571 (1912), Speyerstiftung; Kahn, Chem. Ztg., 
S. 1099 (1912). 
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Von den einfach substituierten Abkémmlingen der Pheny]- 
arsinséure sind im folgenden nur die in para-Stellung substi- 
tuierten erwihnt. Ebenso sind von den im Benzolkern doppelt 
substituierten nur die genannt, in denen der zweite Substituent 
in ortho-Stellung zu einem der Arsenkomponente gegenitiber in 
para-Stellung bereits befindlichen hinzutritt. 

Die tédliche Dose der drei ersten Vertreter dieser Reihe 
betrigt nach Ehrlich’) fiir eine Maus von 20 g je 1 ccm 
einer L6sung 1: 75, 1: 13000, 1: 1000, das sind pro Kilogramm 
Maus etwa 3/100, 2/100 und 3°/100 Milligrammolekiil. 

Wihrend nun die Oxyphenylarsinséure in 1—2°/oiger 
Lésung in vitro gar keinen Einflu8 auf Trypanosomen ausiibt, 
erreicht im Oxyphenylarsinoxyd die trypanocide Wirkung ihren 
Hohepunkt: noch in einer Verdiinnung 1 : 10 000 000 werden 
hiervon die Trypanosomen innerhalb einer Stunde abgetotet. 
Bei einer infizierten Maus bringt 1 ccm einer LOsung 1 : 40000 
die Parasiten sofort zum Verschwinden. 

« Das Dioxyarsenobenzol oder Arsenophenol iibt als solches 
eine starke spirillocide Wirkung aus. Allerdings hat dasselbe 
viele Nachteile; einmal ist es auferordentlich schwer, fast un- 
moglich, es in geniigender Reinheit in grofBem Mabstabe dar- 
zustellen. Dann aber ist es auch auferordentlich giftig und 
unterliegt in geléster Form leicht einer Oxydation. Das dabei 
entstehende Oxydationsprodukt, das Oxyphenylarsinoxyd, besitzt 
eine auferordentlich entziindungserregende Wirkung. »?) 

Das Oxyphenylarsin ist, wie auch die anderen substituierten 
Arsine, die salzbildende Gruppen im Molekiil enthalten, im 
Gegensatz zum primiren Phenylarsin verhiltnismafbig bestindig; 
eine praktische Verwendung in der Medizin hat sich hieraus 
allerdings noch nicht ergeben. *) 





1) P. Ehrlich, Bericht der Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 42, S. 28, 
1909. 


*) Ehrlich und Hata, Die experimentelle Chemotherapie der 
Spirillosen, Berlin 1910, S. 123. 

5) A. Bertheim, Handbuch der aromatischen Arsenverbindungen, 
Stuttgart 1913, S. 46. 
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IV. Reihe der Amidophenylarsinsdure. 


— OH 
— OH 
As = As = O As As AsH, 
ry. of pooe teat - cl icemmies 
| 
ad a a ad ‘at 
NH, H, NH, NH, NH, 
Amidophenyl- Amidophenyl- Diamidoarsenobenzol Amidophenyl- 
arsinsdure’) arsinoxyd *) (Arsenoanilin) *) arsin *) 


Wenn auch die Phenylarsinsaure die Muttersubstanz unserer 
ganzen Gruppe ist, so hat doch erst die Einfiihrung der Amido- 
phenylarsinsaure in Form ihres Natriumsalzes unter dem Namen 
Atoxyl in die Heilkunde die Frage der aromatischen Arsen- 
verbinungen sowohl chemisch wie therapeutisch eigentlich erst 
angeschnitten, und die meisten dieser Kérper sind nichts anderes 
als Variationen des Themas: Atoxyl. Zwar wendet sich Ehrlich 
verschiedentlich sehr energisch gegen Behauptungen einer che- 
mischen Verwandtschaft seines Salvarsans mit dem Atoxyl und 
fiihrt als Beweis die umstandliche Darstellung aus dem Atoxy} 
mit den genetischen Formeln an. Warum? Sein Verdienst 
wird doch trotz der nicht zu widerlegenden, sogar recht nahen 
Verwandtschaft in keiner Weise geschmilert, und er verstoBt 
nur gegen den logischen Gang seiner Studien, wie auch von 
anderer Seite hervorgehoben wird.) 

Naturgemiifi sind die Arbeiten, die sich mit dem Atoxyl 
in verschiedenster Hinsicht befassen, tiberaus zahlreich. Die 
therapeutischen Erfolge bei den verschiedensten Infektions- 
krankheiten sollen uns hier weniger interessieren. Seine 
toxischen Eigenschaften, die sich bei Tieren vornehmlich auf 
die Niere und das Nervensystem erstrecken, beim Menschen 


') Béchamp, Compt. rend. de l’Acad. d. sc., Bd. 56, S. 1, 1172, 
1863. — Ehrlich und Bertheim, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 40, 
S. 3292, 1907. 

*) Ehrlich und Bertheim, Ebenda, Bd. 43, S. 917, 1910. 

8) D. R. P. 206057 (1909) Farbwerke Héchst. — Ehrlich und Bert- 
heim, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 44, S. 1260, 1912. 

*) Siehe Fufnote 5, S. 58. 

5) M. Nierenstein, Organische Arsenverbindungen und ihre chemo- 


therapeutische Bedeutung, Stuttgart 1912, S. 40. 
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von letzterem ganz besonders den Sehapparat schiidigen,') 
stehen bei den meisten Krankheiten, bei denen es angewandt 
wurde, in keinem richtigen Verhiltnis zum Heileffekt, so dab 
es, trotzdem es offizinell geworden, nur noch einen beschrankten 
Platz in der Therapie behauptet hat. 

Ferdinand Blumenthal,?) der sich zuerst eingehend 
mit der Toxikologie des Atoxyls befaBte, halt seine Wirkung 
fiir eine reine Arsenwirkung, d. h. Wirkung der arsenigen 
Saure, der gegentiber es jedoch ungefahr vierzigmal ungiftiger 
ist. Nach ihm betragt die tédliche Dose pro Kilogramm Ka- 
ninchen subcutan etwa 0,4 g, intravenéds 0,2 g. Ahnliches 
berichtet Muto,*) der fiir Kaninchen 200 bis 300 mg, subcutan 
oder intravends, pro 10 g Maus 3 bis 5 mg toddlich fand. 
Ehrlich gibt fiir die 20 g schwere Maus 1 ccm einer Lisung 
1:200 auf die freie, von ihm Arsanilséiure benannte Arsin- 
siure an. Hunde scheinen das Praparat relativ schlecht zu 
vertragen; denn nach Dietrich‘) sterben sie schon nach 
0,02 g Atoxyl subcutan pro Kilogramm, und tiglich wieder- 
holte subcutane Gaben von 0,005 g wirken nach sechs Tagen 
todlich. 

Das Amidophenylarsinoxyd tétet nach Ehrlich Mause 
noch in einer Verdiinnung 1: 15000, Kaninchen intravenés 
mit 1,5 mg, nach Blumenthal Kaninchen aber erst mit 7 mg. 

Fiir das Diamidoarsenobenzol endlich gibt Ehrlich die 
letale Dose bei der Maus mit 1:6000 an. Doch scheint diese 
Dose im allgemeinen zu gering zu sein; denn nach Blumen- 
thal sind 50 mg dieser Substanz pro Kilogramm Kaninchen 
noch nicht tddlich und nach den Versuchen Mesnils®) be- 
tragen die tddlichen Dosen pro Kilogramm Tier in Gramm 





1) Zusammenstellung medizinaler und experimenteller Vergiftungen 
bei G. Késter, Pfliigers Arch., Bd. 136, 1910. 
*) F. Blumenthal, Med. Woche, 1902, Nr. 15. — Med. Klinik, 
Bd. 3, S. 319, 1907. — B!umenthal und Jakobi, Bioch. Zeitschr., Bd. 12, 
S. 25, 1908. — Blumenthal, Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 386, 1911. 
5) K. Muto, Arch. exper. Path. u. Pharm., Bd. 62, S. 194, 1910. 
*) Dietrich, Deutsch. tierarztl. Wochenschr. 1910, Nr. 6 u. Berl. 
tierarztl. Wochenschr. Nr. 2. 
5) Mesnil, Annal. de I’Inst. Pasteur, T. 22, S. 871. 
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fiir: Maus 0,17, Ratte 0,17, Meerschweinchen 0,08, Kaninchen 
0,07 und Hund 0,01, so daB die Ehrlichsche Angabe hierfir 
mindestens mit zehn multipliziert werden mu8. Pro Kilogramm 
Maus berechnen sich hiernach die tédlichen Gaben der drei 
ersten Oxydationsstufen in Millimolen: 115/100, 2/100 und 59/100. 

Ausgesprochen parasiticide Eigenschaften hat nur das 
Oxyd in vitro: 1: 1000000 wirkt noch abtétend; bei der 
Arsanilsiure bildeten sie lange Streitobjekt. Jedenfalls kommen 
sie dieser, wenn tberhaupt, so doch nur in minimalem Mae 
zu und dem Diamidoarsenobenzol nur in wenig héherem Grade. 


V. Reihe der Phenylglycinarsinsdure. 


— OH 
— OH 
As =O As = 0 As === fy 
/N ~ /S ~ 
| | | | 
AF a bn hat 
NH-CH,COOH NH-CH,-COOH NH-CH,-COOH NH. CH, -COOH 
Phenylglycin- Phenylglycin- Arsenophenylglycin °) 
arsinsdure *) arsinoxyd?) 
AsH, 


() 


ba of 
NH - CH, - COOH 
Phenylglycinarsin *) 

Wie mit einem Zauberschlage dndert sich die Toxizitit 
der ganzen vorigen Reihe, wenn in die ausgesprochen basische 
NH,-Gruppe der saure — CH, COOH-Rest eintritt, d. h. wenn 
auBer der Arsenkomponente die Molekiile einen zugleich basi- 
schen und sauren Charakter erhalten. Hier sind die toxischen 
Dosen fiir die 20 g-Maus nach Ehrlich der Reihe nach 1:20, 
1:1000, 1:70. Besonders interessant, gewissermaBen historisch, 
ist in dieser Reihe die Arsenoverbindung. FEinmal ist das 
Arsenophenylglycin die erste Arsenoverbindung tiberhaupt, die 
von der Ehrlichschen Schule eingehend biologisch gepriift ist. 


) D. R. P. 204664 (1909) Farbwerke Hochst. 
*) D. R. P. 212205 (1909) Farbwerke Hochst. 

) D. R. P. 206057 (1909) Farbwerke Hochst. 
4) D. R. P. 251571 (1 


912) Speyerstiftung; siehe Fufnote 5, S. 58. 
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Dann stellt sie einen Stoff dar, «der im Tierversuch geradezu 
Ideales leistet, da es genau genommen gelingt, bei jedem 
Versuchstier und bei jeder Trypanosomenart mit einer einzigen 
Injektion Heilung herbeizufiihren». An gréSeren Versuchs- 
tieren, vornehmlich Eseln, konnten Breinl und Nierenstein') 
diese glinzenden Resultate nicht bestatigen, da hier selbst 
der letalen Dose nahestehende Mengen den tédlichen Ausgang 
einer Trypanosomeninfektion nicht verhiiten konnten. Auch 
in der Humanmedizin hat das Arsenophenylglycin nicht das 
gehalten, was es anfinglich versprochen. Rezidive, Uber- 
empfindlichkeit und die beriichtigten « Nebenwirkungen» unter 
diesen Organverfettungen und Nierenreizungen?) haben es all- 
miahlich verschwinden lassen. Trotzdem ist es verhiltnis- 
mafig ungiftig. Die hdchstertragene Dose des Dinatriumsalzes 
pro Kilogramm Tier betriagt: 


1. Maus 0,06 

2. Ratte 0,4 suneatan 

3. Meerschweinchen 0,12 __ intraperitoneal 
4, Kaninchen 0,22 intraveniés 

5. Hund 0,2 

6. Pferd ates anne 

7. Huhn 0,4 intramuskulir °). 


Unter Zugrundelegung der Ehrlichschen Angaben _ be- 
rechnen sich die Toxizitaten der drei ersten Stufen fiir die 
Maus zu 299/100, 2°/100 und 315/100 Millimolen. 


VI. Reihe der 3-Amido-4-oxy-phenylarsinsaure, 





— OH 
— OH 
As = O As = AG =o AD AsH, 
S © eS 
\/NH,  \/NH, \/NH, \/NH, = \_/NH, 
OH OH OH OH OH 





1) Breinlu. Nierenstein, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. exper. 
Ther., Bd. 3, S. 169, 1909. 

*) A. Neisser, Path. u. Ther. d. Syphilis, Berlin 1911, S. 272. 

3) Angaben zu 1—4 nach RO6hl, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. 
exper. Ther., Bd. 1, S. 633, 1909; zu 5—6 nach Schilling, Arch. f. 
Schiffs- und Tropenhyg., Bd. 13, S. 1, 1909; zu 7 nach Hata. 
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Die Substanzen dieser Reihe') sind bekanntlich eingehend 
von Hata®) auch an spirillenkranken Tieren studiert worden 
und dienten als Grundlage fiir die Einfiihrung des dritten 
Korpers dieser Reihe, des Dioxydiamidoarsenobenzols in Form 
seines salzsauren Salzes unter dem Namen Salvarsan in 
die Praxis. 

Bei der Amidooxyphenylarsinséure betrigt die Dosis 
tolerata bei der gesunden Maus 1:40. Bei Recurrens-Mausen 
ist eine Dose 1:60 immer, 1:80 manchmal imstande, eine 
dauernde Heilung herbeizufiihren. Das Verhaltnis der heilenden 
Dosis zur eben ausgehaltenen Dosis, ausgedriickt durch den 
Faktor C/T, ist hier als ?/;—14/2. Das Mittel hat aber eine 
unangenehme Nebenwirkung, da sich bei den damit behandelten 
Miusen eine Stérung des Nervensystems einstellt, die sich in 
chronischem Zittern von Kopf und Nacken 4dufert. Diese 
Erscheinung halt wochenlang an und schlieBlich werden die 


Miuse zu Tanzmdausen. 

Vom Amidooxyphenylarsinoxyd betragt die Dosis tolerata 
fiir die Maus 1:3000, pro Kilogramm Ratte subcutan 0,035 g 
und pro Kilogramm Kaninchen intravenés 0,015 g. Es hat 
eine starke parasiticide Wirkung auch in vitro, leider sind 
quantitative Angaben hieriiber zum Vergleich mit dem Oxy- 
phenylarsinoxyd und dem Amidophenylarsinoxyd nicht zu 
finden. Bei einmaliger Anwendung ist die Dosis curativa fiir 
die Maus 1:4000, das Verhiltnis C/T ist also gleich 3/s. 

Das Dioxydiamidoarsenobenzol endlich, fiir das der Kiirze 
halber im folgenden der Ausdruck Salvarsan gebraucht werden 
soll, wirkt in vitro tiberhaupt nicht spirillocid. Bei der in- 
fizierten Maus betragt der Faktor C/T = 3/7. Als Toxizitat 


wird von Hata angegeben: 


!) Angaben iiber die Darstellung der drei ersten K6rper in D. R. P. 
224953 (1910), D. R. P. 235391 (1911) Farbwerke Hochst, und Ehrlich 
u. Bertheim, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 756, 1912. — Uber 
das Arsin siehe Fufinote 5, S. 58. 

*) P. Ehrlich und S. Hata, Die experimentelle Chemotherapie der 


Spirillosen. Berlin 1910. 
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Tierspezies Anwendundungsweise Dosis tolerata 
Maus subcutan 1 : 300 pro 20 g 

« intravends 1 : 350 
Ratte subcutan 0,2 pro kg 
Huhn intramuskular 0,25 

« intravends 0,08 
Kaninchen > 0,1 

> subcutan 0,15. 


Andere Untersuchungen, die nicht aus dem Ehrlich- 
schen Laboratorium stammen, geben die tédlichen Gaben 
Salvarsan geringer an; insbesondere scheint der Hund kaum 
iiber 0,05 g pro Kilogramm bei intravenéser Zufuhr zu ver- 
tragen.') 

Nach experimentellen Vergiftungen sind an Erscheinungen 
beobachtet: Gastrizismen; bei Tieren, die erbrechen k6nnen, 
Erbrechen; Diarrhéen; Albuminurie mit Cylindrurie; Glukos- 
urie, manchmal auch Anurie und die mannigfachsten Erschel- 
nungen von seiten des Nervensystems. Bei der Sektion sind 
die Befunde dementsprechend: Degenerationserscheinungen in 
der Niere und Leber, Reizerscheinungen im Verdauungstraktus 
und Veranderungen im zentralen und peripheren Nervensystem. 
Bei genauerer Analyse des Vergiftungsbildes wird man auch 
hier unschwer Kreislaufst6rungen und insbesondere Kapillar- 
wirkung, ganz allgemein also das GefaBsystem als einen locus 
minoris resistentiae erkennen. Auch die unter dem Namen der 
Encephalitis haemorrhagica beschriebenen Hirnbefunde mit ihren 
kleinsten Himorrhagien und perivascularen hyalinen Thromben 
und Odemen weisen darauf hin. Ricker und Knape®) bringen 
dies exakt zum Ausdruck, wenn sie dem Salvarsan Wirkungen 
auf die GefaifBnerven zuschreiben, die sich in Schwankungen in 
der Weite der Strombahn und der Blutstromgeschwindigkeit, 
mithin auch des Blutdrucks, aufern. Ausnahmsweise kann 
sich nach intravendser Injektion spater Stase und Haimorrhagie 





1) z, B. M. Kochmann, Minch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 1. 
— v. Marschalko u. Vescepremi, Deutsch. med. Wochenschr. 1912, 
Nr. 26, und Arch. Dermat. u. Syphil., Bd. 114, S. 589, 1912. — K. Ull- 
mann, Wien. klin. Wochenschr. 1913, Nr. 5, 6 u. 23. — Zusammenstellung 
auch bei Alvens, Arch. exper. Path. u. Pharm., Bd. 72, S. 177, 1913. 
*) G. Ricker und W. Knape, Med. Klinik, 1912, Nr. 31. 
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einstellen. Regelmabig und stark kommt die stase- und himor- 
rhagieerregende Wirkung des Salvarsans dann zur Geltung, 
wenn es sich um ein durch andere Reize in einen abnormen 
Zustand versetztes Stromgebiet handelt. Alvens (I. c.) kommt 
zu gleichem Resultat und ergiinzt es dahin, daf die ziemlich 
rasch einsetzende Blutdrucksenkung und die schwere Lision 
der Nierenfunktion nach toxischen Salvarsandosen schnell auf- 
tretende bedrohiiche Kreislaufstorungen bedingen kénnen, ohne 
daf die anatomische Untersuchung deutliche Veraénderungen an 
den inneren Organen zutage fordert. 

Doch wird die Frage, ob es sich beim Salvarsan iiber- 
haupt um eine Arsenwirkung handelt, verschieden beantwortet. 
Luithlen') z. B. behauptet: «Die akute Wirkung des Salvarsans 
ist keine Arsenionenwirkung, sondern die der ganzen komplexen 
Verbindung. Sie unterscheidet sich von jener wesentlich und 
ist ihr in mancher Beziehung geradezu entgegengesetzt.» Ehr- 
lich selbst nimmt nirgends ausgesprochen Stellung zu der Frage; 
nur an einer Stelle,?) als von Erkrankung peripherer Nerven 
beim Menschen die Rede ist, sagt er: «Die Schidigung ent- 
spricht vollkommen dem Typus der Arsenneuritiden.» Fur eine 
reine Arsenschidigung, namentlich bei den beriichtigten «iiblen 
Zufillen» in der menschlichen Therapie tritt am pragnantesten 
der Wiener Dermatologe Finger*) ein. Meist ist man ja 
geneigt, sie als eine der Nebenwirkungen‘) zu betrachten. 

Kin Wort tiber «Nebenwirkungen» von Arzneikérpern im 
allgemeinen. Bei unseren Fiebermitteln z. B. erblicken wir in 
der Herabsetzung der Korpertemperatur die Hauptwirkung, eine 
fast immer gern gesehene Nebenwirkung sehen wir in der meist 
gleichzeitig vorhandenen Herabsetzung der Sensibilitaét der Grob- 
hirnrinde. Das Auftreten von Hautefflorescenzen, Zersetzung 
des Blutes, Schwé&chung des Herzens bezeichnen wir im eigent- 


1) F. Luithlen, Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther., Bd. 13, 1913. 
*) Ehrlich, Verhandl. d. internat. med. Kongr. in London 1913, 
S. 225. 
5) EK. Finger, Wiener med. Wochenschr. 1911, Nr. 42. 
*) Zusammengestellt bei F. Luithlen, Therapeut. Monatshefte, 


Jan. 1914. 
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lichen Sinne als Nebenwirkung, meist noch mit dem Epitheton 
«<unerwiinscht». Solche Nebenwirkungen lassen sich durch 
geeignete Dosierung und Applikationsweise vielfach auf ein 
Minimum herabdriicken, so daf sie kaum in Erscheinung treten, 
weil der Korper durch Gegenmafnahmen sie bis zu einem 
gewissen Grade auszuschalten versteht. Wenn man sich aber 
klar macht, dafi den uns ganz verschieden erscheinenden Aus- 
drucksweisen der Wirkung des Arzneimittels meist ein einheit- 
licher physiologischer Angriffspunkt zugrunde liegt, so mub 
es mindestens als Euphemismus erscheinen, von Haupt- und 
Nebenwirkung zu reden. Es gibt eben nur eine einheitliche 
Wirkung, die sich nur in teils erwiinschter, teils unerwtinschter 
Form aufert! 

Wenn es uns bei Anwendung der Fowlerschen Lésung 
am Krankenbett — um einen etwas antiquierten Ausdruck zu 
gebrauchen — auf deren roborierende und tonisierende Wirkung 
ankommt und uns hierbei hier und da Storungen des Allgemein- 
befindens begegnen, so wird dann niemand von Nebenwirkungen 
reden. Wenn nun bei den aromatischen Arsenverbindungen 
eine Arsenikwirkung, eine Arsenvergiftung, zur Diskussion steht, 
so wird man a priori in vivo die Symptome einer schwersten 
Gastroenteritis und einer schweren toxischen Nephritis mit ent- 
sprechender anatomischer Unterlage bei der Autopsie erwarten. 
Dies wird nun ja beim Salvarsan allerdings weder bei akuten 
Laboratoriumsvergiftungen noch beim Menschen in der Regel 
in ausgesprochener Weise angetroffen, ohne dafi man dadurch 
den Gedanken an Arsenwirkung von der Hand zu weisen be- 
rechtigt ist. Da man nun auch vielfach bei der Sektion der 
an «tiblen Zufillen» zugrunde Gegangenen weder fiir Lues 
noch fiir Arsenintoxikation gentigende Anhaltspunkte als vor- 
liegend erachtete, hat man ebenso wie in vivo bei dem bunten 
Symptomenkomplex der «Neurorezidive» der Luetiker auBer 
von Nebenwirkungen noch von allen moéglichen anderen Dingen 
gesprochen, wie Wasserfehler, Idiosynkrasien, unzweckmibiges 
Verhalten der Individuen nach der Injektion, ohne einer, wenn 
auch fiir den ersten Augenblick etwas atypisch erscheinenden 
Arsenwirkung niher auf den Grund zu gehen. 
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VII. Reihe der Phenylarsinsaéure-4-carbonsdure 


(Benzarsinsaure). 
— OH 
— OH 
As = 0 As = As As AsH, 
On eae 6 oe oe 
Nat \Z \Z al “al 
COOH == COOH COOH COOH COOH 
Benzarsin- —_ Benzarsin- Arsenobenzoe- Benzarsin ‘*) 
sdure ') oxyd?) saiure *) 


Bei dem «zielbewuBten Variieren», um zu therapeutisch 
brauchbaren Substanzen zu gelangen, befolgte Ehrlich das 
Prinzip: «Oben am Arsenrest giften, unten am Benzolrest ent- 
giften». GemaB diesem Prinzip miiBten die Substanzen dieser 
Reihe, besonders das Benzarsinoxyd ein «<eutherapeutisches 
Maximum» darstellen in Konkurrenz etwa mit Derivaten der 
Sulfophenylarsinséure, die nach Ehrlich ungiftiger wie Koch- 
salz sein sollen. Denn von den einfacher gebauten Benzolderivaten 
ist die Benzoeséure weitaus das ungiftigste, viel indifferenter 
fiir den Organismus wie Phenol, Anilin und Amidophenol. 

Die biologischen Eigenschaften der Benzarsinséure sind 
schon vor langer Zeit beschrieben. Schr6éter®) kommt zu 
dem Resultat, dafi qualitativ eine Arsenwirkung vorliege, wenn 
auch die toxische Dose viel héher sei, und die tédliche Wirkung 
viel linger auf sich warten laBt, als beim Arsenik. AuBerdem 
zeigen sich in der ersten Zeit Symptome, die eine spezielle 
Wirkung der Benzoesaéurekomponente im Molekiil der Benzarsin- 
siure sind. Die spiteren Vergiftungserscheinungen, sowie die 
bei der Sektion sich zeigenden pathologischen Veriainderungen 
der Organe stimmen mit denen der Arsenvergiftung tiberein. 
Auch die chronische Vergiftung lieferte das Bild einer chro- 
nischen Arsenikvergiftung. Besonders bemerkenswert war, daf 





1) u. *) La Coste, Liebigs Ann., Bd. 208, S. 1, 1881. 
5) Michaelis, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 48, S. 870, 1915. 


*) Sieburg, a. a. O. 
5) H. Schréter, Uber die Giftwirkung der Benzarsinsdure, des 


Arseniks und der Arsensdure. Inaug.-Dissert. Erlangen 1881. 
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bei der chronischen Vergiftung sehr bedeutende Gewéhnung 
an das Gift stattfand, so daf das Fiinffache von derjenigen 
Dose vertragen wurde, welche nicht gewéhnten Tieren bereits 
gefaihrlich wird. 

Bei Fréschen trat nach intralymphaler Injektion von 0,1 g 
der Tod nach etwa 35 Stunden in gleicher Form wie bei 
Arsenik ein. In dem bei der Sektion aus dem Herzen ent- 
nommenen Blut zeigte sich in Rot der Methimoglobinstreifen. 
Eigentiimliche Erscheinungen wurden hier in vivo von seiten 
des Nervensystems beobachtet, nimlich krampfhafte Bewegungen 
der hinteren Extremititen und krampfhafte einzelne Zuckungen 
der Zehen (Klavierspielbewegung). Sehr viel spadter werden 
die vorderen Extremititen befallen. In diesem Zustand dndert 
aber der Frosch seine Stellung nicht. Diese Erscheinungen 
spricht Schr6ter fiir eine Partiarwirkung der Benzoesiure- 
komponente an. 

Beim Warmbliiter (Kaninchen) wirkten 0,1 g Substanz 
gar nicht, mit 0,2 g trat der Tod nach etwa 48 Stunden unter 
dem Bilde der Arsenikvergiftung ein: die Sektionsbefunde er- 
weckten den Eindruck, als ob Herzlihmung vorlag, und es 
schien dies die Todesursache zu sein. Daneben fanden sich 
simtliche Korpervenen stark ausgedehnt und in der Schleim- 
haut des Magens und Diinndarms stecknadelkopfgrofe Hamor- 
rhagien. 

Bei der teilweisen Wiederholung der Schroéterschen 
Versuche stellte sich nun zunichst heraus, da ein Benzarsin- 
sdurepradparat, das lingere Zeit aufbewahrt worden war, be- 
trachtliche Mengen ionisierten Arsens enthielt. Bei Verwendung 
frisch dargestellter, oder vor dem Gebrauch nochmals aus ver- 
diinnter Salzséure umkrystallisierter Benzarsinsiure zeigte sich 
doch eine erheblich geringere Toxizitét, so daf die Ergebnisse 
der Schr6éterschen Versuche wohl auf dem zum Teil priéfor- 
miert ionisiert in den Korper eingefiihrten Arsen beruhen. 

Ein Kaninchen von 1650 g, das 0,25 g (angewandt als 
Natriumsalz, wie auch im folgenden) subcutan erhielt, zeigte 
nach Erholung von dem Chok gar nichts Auffalliges. Ein 
anderes Kaninchen von 1200 g, mit 0,3 g subcutan vergiftet, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 6 
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erholte sich nach anfanglicher Oligurie und darauf folgender 
geringer Albuminurie bald wieder. Ein drittes Tier von 1100 g, 
das 0,5 g subcutan erhielt, zeigte zunachst aufer offenbarem 
Schlechtbefinden und Anurie spater Albuminurie mit geringem 
Reduktionsvermégen des Harns. Am fiinften Tage wurden 
zuerst Lihmungen der hinteren Extremitéten beobachtet und 
am siebenten Tage erfolgte unter zunehmender Schwiache, 
Krimpfen der Gesamtmuskulatur und Dyspnoe langsam der 
Tod. Der Sektionsbefund bot makroskopisch aufer einer starken 
Hyperimie der Nieren zwischen Rinde und Mark nichts Be- 
sonderes. 

Eine Methémoglobinbildung konnte sowohl in vivo, auch 
beim Kaltbliiter, als auch in vitro selbst in den starksten 
Konzentrationen niemals beobachtet werden. 

Weifie Mause zwischen 15 und 30 g, im Mittel zu 20 g 
angenommen, vertragen ausnahmslos 1 ccm einer Loésung 
1 : 200, wahrend 1 ccm 1 : 50 immer, 1 : 100 manchmal tédlich 
wirkte. Als eben tédliche Dose wird deshalb pro 20 g Maus 
1 ecem von 1 : 7d angenommen. 

Die Oxydationsstufe des Benzarsinoxyds dieser Reihe ist 
in der chemischen Literatur nur als Anhydrid der sog. benz- 
arsenigen Sdéure OF Meri bekannt, aus der es durch 
Wasserabspaltung beim Erhitzen auf 145—160° entsteht. Eine 
Verbindung mit der Gruppierung — As ee begegnet uns 
hier zum ersten Mal. Bei den bisher besprochenen Reihen ist es 
in der Tat nicht méglich, die Oxyde — As=O durch Hydra- 
tation in —As(OH), zu verwandeln. Sobald aber in das 
aromatische Radikal eine elektronegative Gruppe, wie NO, 
oder COOH eingefiihrt wird, sind solche Substanzen als Derivate 
der hypothetischen hydrierten As(OH), sehr bestindig.') Des- 
halb entsteht auch nach La Coste (I. c.) bei Reduktion der 
Benzarsinsiiure mittels Jodwasserstoff und rotem Phosphor zu 


Benzarsenjodiir CL a Auflésen des Produktes in Natrium- 


‘) Michaelis, Liebigs Ann., Bd. 320, S. 274, 1901. 
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carbonat und Ausfiallen mit Salzséure, nicht das Benzarsin- 
oxyd, sondern benzarsenige Sfure. 

Es stellte sich nun heraus, dai zwei Priparate, eins, ein 
mit «benzarsenige Siure» bezeichnetes amorphes weiSes Pulver 
aus der Michaelisschen Sammlung, und ein anderes selbst 
dargestelltes in langen farblosen Nadeln krystallisierendes 
Produkt gewaltige Unterschiede im Tierversuch hinsichtlich 
Toxizitat zeigten, indem das letztere sich mindestens zehnmal 
ungiftiger erwies. Bei wiederholter Neudarstellung zeigte sich 
weiter, daB der nach Auflésen des Benzarsenjodiirs in Natrium- 
carbonat und Ausfallen mit Sdéure erhaltene K6rper sich spielend 
in Ather léste und iibereinstimmende quantitative Giftigkeit mit 
der Michaelisschen «benzarsenigen Saure» zeigte, wahrend 
er nach Kochen mit Wasser bis zur Lésung beim Erkalten in 
schonen langen Nadeln auskrystallisierte und nicht mehr ather- 
léslich war. Zudem zeigte noch die amorphe Substanz gegen- 
iiber der krystallisierten in der Elementaranalyse ein Minus 
von genau einem Molekiil Wasser. Hieraus geht hervor, daf 
auch bei Gegenwart ausgesprochen elektronegativer Radikale 
im Benzolkern durch geeignete Reduktion der Arsinsaéure die 
Arsenoxydstufe entsteht, die erst bei Gegenwart von Wasser 
in der Siedehitze sich zur Hydratstufe der arsenigen Sdéure 
umlagert. Gleichzeitig bildet dieser Befund ein hiibsches Bei- 
spiel dafiir, dafi das biologische Experiment dem chemischen 
zuweilen vorauseilt und Tatsachen aufklart, die bei letzterem 
iibersehen werden. Immerhin ist es sonderbar, daf zwei Arsen- 
verbindungen derselben Oxydationsstufe, die sich nur durch 
ein Molekiil Konstitutionswasser unterscheiden, einen solch 
groBen Unterschied beziiglich ihrer Giftigkeit darbieten. Ob sich 
dies allein durch die verschiedenen physikalischen Eigenschaften, 
die Lipoidléslichkeit der einen, erklart ? 

Die zu den biclogischen Versuchen benutzte kalt bereitete 
wasserige L6sung, mit Natriumcarbonat neutralisiert, halt sich 
im Eisschrank aufbewahrt mindestens 8 Tage, ohne an Giftig- 
keit merklich zu verlieren. Bei Kaninchen trat nach Dosen 
von iiber 5 mg pro Kilogramm subcutan so rasch der Tod 
ein, da sowohl in vivo als auch bei der Sektion keine rechten 
6 * 
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Besonderheiten auffielen. Ein anderes Kaninchen von 2400 g 
erhielt 10 mg subcutan, das sind rund 4 mg pro Kilogramm. 
Es wird sehr apathisch, verweigert die Nahrung und laBt bis 
zu seinem Tode, der genau vier Tage spiter erfolgt, keinen 
Harn. Erst in der Agone wird dieser unter leichten Zuckungen 
entleert. Er ist reich an Eiweifs und Zucker. Das Tier hat 
auf 2140 g abgenommen und bietet makroskopisch nur im 
Magen Veriinderungen, in dem sich zahlreiche punktformige, 
teils noch rote, also frische, teils braune Blutungen, z. T. schon 
in Krosionen umgewandelt, finden. Die Niere zeigt mikroskopisch 
nur sehr geringe Verianderungen, niémlich triibe Schwellung der 
Epithelien der gewundenen Kaniilchen erster Ordnung, wahrend 
deutliche Zylinderbildung nicht nachweisbar ist. 

Bei der Maus schwankte die tédliche Dose bei 1 ccm 
zwischen einer Verdiinnung von 1: 10000 und 1: 12000. 

Die Benzarsinsiure wurde zwei Kaninchen von 1000 
und 1600 g nach anfinglich sehr viel niedrigeren Gaben in 
Dosen von 50 und 75 mg eingespritzt. Das erste Tier erholte 
sich nach anfianglich verminderter Freflust und Erscheinungen 
von seiten der Nieren rasch wieder, wibrend das zweite 
ziemlich stark abmagerte und erst nach ungefaihr zweiwochent- 
licher schwerer Krankheit wieder vollig genas. Hunde ver- 
trugen 20 und 30 mg pro Kilogramm anstandslos. Weife 
Miiuse bleiben bei 1 mg in 1 ccm, also bei ungefihr 0,1 g 
pro Kilogramm noch am Leben. 

Mit der Arsenobenzoesdure wurden eingehende Tier- 
versuche durch v. Koenigsmarck!) angestellt. Fir Kalt- 
bliiter, Frésche und Kréten, betragt die kleinste in den Lymph- 
sack gespritzte Dose, die tédlich wirkt, auf das Kilogramm 
berechnet rund 100 mg. Dabei kommt es zu Blutungen in 
der Schleimhaut des Magens, Oesophagus und Diinndarms. 
Reizerscheinungen von seiten des Nervensystems wurden selbst 
bei den gréften Dosen nie beobachtet. 





‘) y. Koenigsmarck, Uber die Wirkungen einiger aromatischen 
Arsenoverbindungen. Inaug.-Dissert. Rostock 1915. 
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Fur Kaninchen liegt die tédliche Dose bei etwa 15 mg 
Substanz pro Kilogramm Tier subcutan, fiir Hunde ist sie ent- 
sprechend unseren Erfahrungen tiber deren gréfere Empfind- 
lichkeit gegen Arsenikalien allgemein, niedriger. Werden die 
Dosen so gewiahlt, dai sich die Vergiftung bis zu einer Woche 
hinzieht, ehe es zum exitus kommt, so beobachtet man vdlliges 
Aufhéren der Nahrungsaufnahme, weiter erst Harnverhaltung, 
dann Auftreten von Eiweif und reduzierenden Substanzen, 
darunter Glukose, im Harn. Bei der Sektion finden sich ab 
und zu Blutaustritte in die Magenschleimhaut und kaum oder 
gar keine Veranderungen der anderen Organe, auSer den Nieren. 
Diese Nephritis lat die Glomeruli unbeeinflu{t, schidigt aber 
die gewundenen Kanilchen erster Ordnung, primar und sekundar 
auch die Schleifenschlingen, die gewundenen Kanilchen zweiter 
Ordnung und die Sammelréhren. Die Schadigung der Kanilchen 
erster Ordnung besteht in einer Abtétung des Zellprotoplasmas, 
Schwund der Zellgrenzen und des Zellkerns, in Aufhebung des 
Lumens der Kandlchen durch die toten Massen und manchmal 
auch in Einlagerung von Kalk in die absterbenden Kanal- 
epithelien. 

Fiir Mause ist die eben tddliche Dose 1 mg in 1 ccm, also 
pro Kilogramm etwa 50 mg. 

Fiir diese Tierart ist die Toxizitaét der drei ersten Vertreter 
der Benzarsinsaurereihe demnach in Millimolekiilen: 270/100, 
2/100 und 25/100. 

Das Benzarsin ist ein gut in prismatischen Nadeln krystal- 
lisierender Kérper, der einmal trocken und unter LuftabschluB 
aufbewahrt leidlich haltbar ist. Die wiésserigen Losungen zer- 
setzen sich aber schon nach wenigen Minuten unter Gelbfarbung, 
also unter Oxydation zu Arsenobenzoeséure. Die Tierversuche 
gaben keine tibereinstimmenden Resultate, ungefahr schien die 
Giftigkeit der der Arsenobenzoesdure gleich zu sein. Charak- 
teristisch ist aber die Einwirkung auf Blut. Bringt man in eine 
1°/oige Blutkorperchensuspension in physiologischer Kochsalz- 
ldsung ein Krystallchen Benzarsin, so tritt fast augenblicklich 
Methimoglobinbildung ein unter langsamer und geringer teil- 
weiser Hamolyse. 
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VII. Reihe der 3-Amido-p-benzarsinsdure. 





— OH 
— OH 
As = O As = 0 Mh = As AsH, 
me /\ ~~ i / 
4 / NH, \_/NH, i. / Mi, \ / NH, \ /NH: 
COOH COOH COOH COOH COOH 


Mit der Ausarbeitung eines rationellen Verfahrens zur Dar- 
stellung der 3-Amido-Arsenobenzoesiure war A. Micha- 
elis!) beschaftigt, als ihn der Tod ereilte. Es wurden im ganzen 
elf Praiparate dieser Substanz pharmakologisch untersucht, die 
nach den Angaben des Darstellers hinsichtlich ihrer chemischen 
Zusammensetzung iibereinstimmten, im Tierversuch jedoch 
manchmal beziiglich ihrer Toxizitat differierten. Alle Versuche 
wurden in der gleichen Weise angestellt, das Préparat jedes- 
mal frisch in physiologischer Kochsalzlésung zu 2 °/o gelést 
und neutralisiert in die freipriparierte Jugularvene sehr lang- 
sam injiziert. Bei mittelschweren Kaninchen wurden von zwei 
Praiparaten je 125 mg pro Kilogramm, von anderen Priaparaten 
aber nur 100 mg oder auch noch weniger vertragen. Gingen 
die Tiere nach Dosen von 100—125 mg zugrunde, so erfolgte 
der Tod meist am 5. bis 7. Tage. Das Vergiftungsbild wahrend 
des Lebens bestand immer in einem volligen Sistieren der 
Nahrungsaufnahme, in den beiden ersten Tagen meist auch in 
Anurie, dann in Absonderung eines spirlichen, oft wenig Ei- 
weil} enthaltenden Harns. Der Sektionsbefund war insofern 
stets typisch, als in allen Fallen ausgedehnte Ergiisse, meist 
in die Brusthéhle, oder auch in die Bauchhéhle, zuweilen auch 
in das Unterhautzellgewebe des Bauches angetroffen wurden. 
Die inneren Organe boten kaum Bemerkenswertes, abgesehen 
von mikroskopisch manchmal nachweisbaren, meist aber mini- 
malen Nierenveranderungen. 

Von einem Priparat, dessen tédliche Dose fiir Kaninchen 
intravends bei 100 mg pro Kilogramm lag, vertrugen 20 g- 
Miuse 1 ccm einer Lésung 1 : 400, bezw. einige Tiere gingen 





'!) Eine kurze Mitteilung befindet sich in den Sitzungsber. u. Ab- 
handl. der Naturforsch. Ges. zu Rostock, Bd. 6, 2. Hialfte (1915), S. 33. 
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bei dieser Dose schon zugrunde. Die Toxizitaét betrigt hier 
also 125 mg pro Kilogramm Maus und berechnet sich in Milli- 
molekiilen zu 60/100. 

Eine Priifung der 3-Amido-arsenobenzoesiure an mit ver- 
schiedenen Trypanosomenarten infizierten Miéusen wurde im 
Institut fiir Schiffs- und Tropenhygiene in Hamburg durch 
Dr. Josef Halberkann vorgenommen. Nach dessen brief- 
licher Mitteilung bringt die Substanz nach einmaliger Injektion 
selbst in Dosen, die der tédlichen nahe kommen, wohl die 
Parasiten fiir einige Tage aus dem Blut zum Verschwinden, 
vermag aber schlieflich den tédlichen Ausgang infolge der 
Infektion nicht abzuwenden. 

Bei der 5-Amido-benzarsinsdure’) lag die tddliche 
Menge in 1 ccm einer Lésung 1: 30 pro Maus, das ist un- 
gefaéhr pro Kilogramm 1,666 g, oder bei 640/100 Milligramm- 
mokilen. 

Das entsprechende Amidobenzarsinoxyd und das Amido- 
benzarsin ist bisher noch nicht dargestellt. 


Soviel kann als Ergebnis der vorstehenden Betrachtungen 
gelten: die toxische Wirkung der aromatischen Arseni- 
kalien dokumentiert sich qualitativ tiberall als Arsen- 
wirkung. Dem Grade ihrer Giftigkeit nach zusammengestellt, 
in Hundertstel Milligrammolekiilen auf 1 kg Maus bezogen, er- 
gibt sich folgendes Bild: 

Toxizitét der As,O, pro Kilogramm Maus = 10, 

d. h. 1°/100 Milligrammolekiile (= 10 mg As,O,) wirken minimal 
letal oder werden maximal toleriert (s. Tabelle niachste Seite). 

Man sieht, es ergibt sich so eine Art periodisches System 
der quantitativen Giftwirkung. In keiner dieser Verbindungen 
entspricht nun aber die Toxizitét dem Arsengehalt, bezogen 
auf den der arsenigen Saéure als Standartwert, sie ist bald 
gréBer, bald kleiner als diese. Wenn nun auch die Substanzen 





1) Dargestellt durch Oxydation der in einem Uberschuf von n-NaOH 
gelésten Amido-arsenobenzoesdure mit einigen Tropfen 30°/oigem H,O, 
in der Kalte bis zur Entfairbung und Ausfallen der Siure mit der ent- 


sprechenden Menge n-HCl. 
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mit fiinfwertigem Arsen generell ungiftiger sind, als die mit 
dreiwertigem Arsen gleicher Reihe, so finden wir doch in 
manchen dreiwertigen Formen vom Typ der Arsenoverbindungen 
keinen grofien Unterschied gegeniiber Arsinséiuren anderer 
Reihen. So erweisen sich z. B. aquimolekulare Mengen Arseno- 
phenylglycin sogar noch etwas ungiftiger als die Arsinsduren 
des Phenols, Anilins und der Benzoesiure. Weiter zeigt es 
sich, daB es fiir die Intensitaét der Giftigkeit ziemlich belanglos 
ist, ob ein basisches oder ein saures Radikal in den Benzol- 
kern tritt, dafi aber der Eintritt beider, oder aber einer 
gleichzeitig sauren und basischen Gruppe, wie z. B. des 
Glykokollrestes, die Giftigkeit sehr bedeutend herabdriickt. 
Was nun die parasiticiden Eigenschaften der aromatischen 
Arsenverbindungen betrifft, so hat sich bei den daraufhin unter- 
suchten herausgestellt, dafi in vitro nur die Arsenoxyde para- 
siticid wirken. Die Behauptung,!) daf durch den Eintritt der 
Amidogruppe in das Molekiil der parasiticide Charakter ge- 
wissermafen erst entwickelt wird, ist ebenso unrichtig wie 
die Behauptung, da durch Anwesenheit der Amidogruppe 
allein die Toxizitét sinkt. Denn nach den Untersuchungen im 
Ehrlichschen Institut wirkt das amidofreie Oxyphenylarsinoxyd 
noch in einer Verdiinnung 1 : 10000000 trypanosomentédlich, 
wihrend ja z. B. die amidohaltige Arsanilsiure und auch das 





1) A. Bertheim, Ber. d. Deutsch. ehem. Ges., Bd. 44, S. 3092, 1912. 
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Salvarsan gar keine derartige Wirkung im Reagenzglas zeigen. 
Wir koénnen deshalb nur mit Einschrankung sagen, daB der 
parasitentoétende Effekt mit der Giftigkeit direkt Hand in Hand 
geht, wir miissen vielmehr diese Eigenschaft als spezifisch der 
Atomgruppierung — As = QO, wie sie auch in der arsenigen 
Sdure existiert, reservieren. 

Die unbestreitbare eklatante Wirkung der Arsenikalien 
bei durch Trypanosomen, Spirillen und Spirochiiten hervor- 
gerufenen Infektionskrankheiten hat nun verschiedene 


Theorien des Wirkungsmechanismus der aromatischen 
Arsenikalien 


gezeitigt, die meist von den in der Praxis benutzten Priparaten 
Atoxyl und Salvarsan ausgehen. Die Ehrlichsche Theorie’) 
ist naturgeméf die verbreitetste. 

Ehrlich geht bei seinen chemotherapeutischen Studien — 
Chemotherapie: ein neues Wort fiir die seit Jahrtausenden ge- 
iibte Pharmakotherapie — von dem Grundsatz aus: corpora 
non agunt nisi fixata. Da aber im Reagenzglas Arsenikalien 
mit fiinfwertigem Arsen, z. B. das Atoxyl, ebenso wie die mit 
dreiwertigem in der Arsenoform keine abtétende Wirkung auf 
die Krankheitserreger ausiiben, im Tierkérper dies jedoch wohl 
geschieht, so miissen die Arsenikalien im Tierkérper in die 
schon in vitro wirksame Arsenoxydstufe tibergefiihrt werden. 





‘) Chemotherapeutische Trypanosomenstudien, Berl. klin. Wochen- 
schrift 1907, Nr. 9—12. — Chemotherapeutische Trypanosomenstudien, 
Haben Lectures for 1907 of the Royal Institut of Public Health, London 
1907. — Vortrag in der Deutsch. dermatolog. Ges., Frankfurt 1909, Ver- 
handl., S. 52. — Uber die Partialfunktionen der Zelle, Nobel-Vortrag ge- 
halten am 11. Dez. 1908 zu Stockholm. — Vortrag in der Deutsch. chem. 
Ges., Berichte derselben, Bd. 42, S. 17, 1909. — E. u. Hata, Exp. 
Chemotherapie der Spiriliosen, Berlin 1910. — Aus Theorie und Praxis 
der Chemotherapie, Vortrag in der 5. Tagung der freien Vereinigung fiir 
Mikrobiologie, Dresden 5. Mai 1911. — Die Chemotherapie der Spirillosen, 
Zeitschr. f. Immunititsforsch. u. exp. Therapie, Bd. 3, II. Teil, S. 1123, 
1911. — Vortriige auf dem XVII. internat. med. Kongre6B in London 
am 8. August 1913 iiber Chemotherapie und am 11. August 1913 wtber 
die Behandlung der Syphilis mit Salvarsan und verwandten Stoffen. 
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Dies geschieht bei den Arsinsaéuren, wozu das Atoxyl gehort, 
durch Reduktion, bei den Arsenoverbindungen, unter die das 
Salvarsan fallt, durch sehr gelinde Oxydation. Fiir die Praxis 
ergibt sich die Forderung, dem Organismus die Reduktions- 
arbeit abzunehmen und ihm lieber direkt dreiwertiges Arsen 
zuzufiihren, da nur dies im Sinne der Seitenkettentheorie von 
den Parasiten verankert werden kann. Hier geschieht diese 
Verankerung durch Wechselwirkung der Rezeptoren der Zelle 
einerseits, hier Chemozeptoren genannt, mit den betreffenden 
Seitenketten der Chemikalien anderseits. Der Arsenozeptor 
der Zelle bindet also die «toxophore» dreiwertige Arseno- 
gruppe. Die promptere Wirkung mancher Substanzen, wie 
z. B. des Arsenophenylglycins und des Oxyamidoarsenobenzols, 
erklirt Ehrlich durch die Gegenwart gewisser Radikale in 
deren Molekiilen, kraft denen es gelingt, wie mit einer Beif- 
zange die Zelle von zwei Seiten zu fassen, einmal mit der 
toxophoren —As=As-Gruppe, dann mit dem Essigséurerest 
oder Amidophenolrest. Aufer also durch ihren Arsenozeptor 
hilt die Zelle in diesen Fallen durch ihren Acetikozeptor oder 
durch ihren o-Amidophenolozeptor das Arzneimittel gebunden. 
Die Art der Bindung scheint sich Ehrlich additionell zu denken, 
auch zieht er zum Vergleich die erhéhte therapeutische Wirkung 
der ungesiittigten Radikale, die des CO im Verhiltnis zu CO,, 
die der Farbstoffe zu ihren Leukobasen, heran. 

Die Verankerung der Arsenikalien an den Parasiten, deren 
Parasitotropie, sucht Ehrlich auf Umwegen durch die Existenz 
der arzneifesten Parasitenstimme darzutun. Ankniipfend an 
das Problem der Vererbung erworbener Eigenschaften, wobei 
die GewOhnung als phylogenetische Anpassung im Kampf ums 
Dasein in der Geschichte der Lebewesen eine grofe Rolle 
spielt, gelingt es unter geeigneten Bedingungen, Trypanosomen- 
stiimme gegen Atoxyl «fest» zu machen in dem Sinne, dab 
Atoxyl sie nicht mehr im K6rper abtétet. Diese atoxylfesten 
Stiimme reagieren aber noch auf Arsenophenylglycin. Auch 
hiergegen lassen sie sich noch festigen; diese Stamme werden 
dann nur noch von arseniger Saure beeinfluBt, hiergegen ist 
eine Festigkeit bisher nicht erreicht. Derartige Parasiten- 
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staémme lassen sich jahrelang durch Hunderte von Tierpassagen 
in Hunderten von Generationen weiterziichten, ohne an Gift- 
festigkeit einzubiifen. Dabei denkt sich jetzt Ehrlich nicht 
etwa das vom Anfangsstamm in den Plasmaleib aufgenommene 
Arsenikale auf die nachfolgenden Generationen in Milliarden 
von Partikelchen verteilt, sondern nimmt an, daf «die Aviditiit 
der Arsenozeptoren (des Parasitenleibes) hochgradig verringert 
ist». Ob es Ehrlich durch diese etwas umstindliche Beweis- 
fiihrung gegliickt ist, jedem Verstandnis fiir den Parasitotro- 
pismus beizubringen, mag dahingestellt bleiben. Man hat auch 
auf chemischem Wege die direkte Parasitotropie wahrscheinlich 
zu machen versucht.!) Auch die so gewonnenen Resultate 
haben nicht fiir jeden etwas vollig Uberzeugendes. 

Weiter sind alle aromatischen Arsenverbindungen mehr 
oder weniger organotrop, d.h. sie greifen mehr oder weniger 
auch das Protoplasma des die Parasiten beherbergenden Wirtes 
an. In einem giinstigen «distributiven Moment» zwischen Para- 
sitotropie und Organotropie liegt mit das Ausschlaggebende fiir 
die Brauchbarkeit am Krankenbett. Das distributive Moment 
Ehrlichs ist ein neuer Ausdruck fiir den in der Biologie ge- 
braéuchlichen Begriff des Teilungskoeffizienten, hier des 
Teilungskoeffizienten des Arsenikales zwischen Wirtszelle und 
Parasitenzelle, der, wie tiberall, durch die allgemeinen physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften bedingt ist. 

Jedenfalls liegt der Schwerpunkt der Ehrlichschen Theorie 
in der Annahme der Speicherung der toxophoren — As = As- 
Gruppe im Parasitenprotoplasma und Oxdation zu — As = O. 

Demgegeniiber kommen am Beispiel des Atoxyls_ be- 
trachtet Brein!l und Nierenstein?) zur Annahme einer Wir- 


1) C. Levaditi und E. v. Knaffl-Lenz, Bulletin de la Soc. path. 
exot., Bd. 2, Nr. 7, 1909. — I. Igersheimer, Miinch. med. Wochenschr. 
1910, Nr. 51. — K. Ullmann, Wiener klin. Wochenschr. 1913, Nr. 5, 6 u. 23. 

*) A. Brein! und M. Nierenstein, Dtsch. med. Wochenschr., 
Bd, 34, S. 1181, 1908. — Annals of trop. med. and parasit., Bd. 3, S. 395, 
1909. Nierenstein, Ebenda, Bd. 2, S. 294 u. 323, 1908. — Zeitschr. f. 
Immunititsforsch. u. exp. Ther., Bd. 1, S. 620, 1909; ebenda, Bad. 2, 
S. 453, 1909. — Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 44, S. 3563, 1911. — Or- 
ganische Arsenverbindungen und ihre chemotherapeutische Bedeutung, 


Stuttgart 1912. 
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kung von Arsenik, der auf oxydativem Wege abgespalten wird. 
Das Atoxyl verbindet sich zum Teil durch die Amidogruppe 
mit den Serumproteiden zu einem als «Atoxylserum» be- 
zeichneten Kombinationsprodukt. Durch einen Oxydations- 
prozef, wohl durch oxydative Fermente, wird das Atoxylserum 
oxydiert und das Arsen in Freiheit gesetzt unter Verbrennung 
des aromatischen Kerns. Zur gleichen Zeit geht auch ein 
Reduktionsprozef vor sich, durch den das Atoxyl in arsenige 
Sdéure und Anilin gespalten wird, und wobei das Anilin mit 
den Faeces ausgeschieden wird. (?) Das zum Teil durch Oxy- 
dation, zum Teil durch reduktive Fermente, wahrscheinlich auch 
durch die Trypanosomen selbst in Freiheit gesetzte Arsen in statu 
nascendi tibt den zerst6renden Einflufi auf die Parasiten aus. 

Ganz anders denken sich Uhlenhuth und seine Mit- 
arbeiter!) den Mechanismus der Arsenikalienwirkung. Sie 
stellen sich die parasiticide Wirkung des Atoxyls im Tierkérper 
rein indirekt vor, wenn sie behaupten, «da8 diese nur da- 
durch zustande kommt, daf das Mittel die Zellen beeinflubt 
und diese dann durch Produktion gewisser Stoffe die Krank- 
heitserreger angreifen». Zur Annahme solcher immunisato- 
rischen Vorgainge kommt Uhlenhuth einmal durch die Ansicht, 
daB das Atoxyl den Organismus unverdndert wieder verlaBt, 
dann weiter durch die auch von anderer Seite gemachten 
Beobachtungen, dai die aromatischen Arsenikalien eine ge- 
waltige Hyperleukocytose hervorrufen. Bis zu einem gewissen 
Grade gibt auch Ehrlich?) die Bildung spezifischer Antikorper 
zu, «dai ein Rest der Parasiten durch die Hilfsaktion des 
Organismus, durch die entstandenen Antik6rper vernichtet wird». 

Wieder eine andere von Levaditi und seinen Schiilern?) 
vertretene Theorie bewegt sich ebenfalls rein auf dem Boden 





1) Uhlenhuth, Grof u. Bickel, Dtsch. med. Wochenschr. 1907, 
Nr. 4. — Uhlenhuth, Hoffmann und Roscher, Ebenda 1907, Nr. 22. 
— Uhlenhuth, Ebenda 1907, Nr. 30. — Uhlenhuth, Hiibner und 
Woithe, Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt, Bd. 27, Heft 2, 1907. — 
Uhlenhuth und Woithe, Ebenda, Bd. 29, Heft 2, 1908. 

*) Ehrlich, Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. u. exp. Ther., Bd. 11, 
S. 1136, 1911. | 

5) Compt. rend. de la soc. biol., Bd. 65 u. 66, 1908. 
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der Immunitiétslehre. Nach Levaditi verbindet sich das Atoxyl 
mit dem Eiweif des Protoplasmas und bildet ein sogenanntes 
« Trypanatoxyl». Diese arsenhaltige Eiweifverbindung vereinigt 
sich dann mit dem Trypanosomenprotoplasma. Bei dieser Re- 
aktion spielt das Trypanosom die Rolle des Antigens, der 
Arsenrest die des Komplements, und das Eiweifarsen bildet 
den Ambozeptor. Als Beweis fiir die wirkliche Existenz des 
Trypanatoxyls wird dessen thermolabile Natur und die Fall- 
barkeit durch Alkohol herangezogen, und weiter die Tatsache, 
da ein in der Maus atoxylfest gewordener Parasilenstamm 
dies z. B. nicht mehr in der Ratte ist. 





« Jedenfalls werden die Bedingungen fiir das Verschwinden 
der Parasiten aus dem Blute bei der Behandlung mit aro- 
matischen Arsenikalien erst im Organismus geschaffen. Fiir 
die Beurteilung, worin diese Bedingungen bestehen, reichen 
unsere Kenntnisse der pharmakologischen Wirkungen dieser 
Substanzen noch nicht aus. Vor allen Dingen ist es er- 
forderlich, die Schicksale dieser Arsenverbindungen 
im Organismus kennen zu lernen, namentlich festzu- 
stellen, in welchem MaBbe durch Oxydation und hydro- 
lytische Spaltung aus ihnen Arsen in Form von arse- 
niger Sdiure abgespalten wird. »!) 


Uber die Ausscheidung des Atoxyls im Pferdeharn 


liegen exakte chemische Untersuchungen von Nierenstein ”) 
vor. Nach ihm tritt es im Harn sowohl in Form «freien 
Arsens», als auch als p-Amidophenylarsinséure, d. h. unver- 
andert, wie auch als p-Oxyphenylarsinsdéure und Oxycarbamido- 
phenylarsinsdéure auf: 





1) O. Schmiedeberg, Grundrif’ der Pharmakologie, Leipzig 1913, 
S. 540. 

*) Nierenstein, Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. u. exp. Ther., 
Bd, 2, S. 453, 1909. 
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— OH — OH — OH 
wo OH As — - i = - 
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NH, OH N=C — OH 
Das Auftreten des «freien Arsens» — will sagen ioni- 


sierten Arsens — und auch der Oxycarbamidophenylarsinsdure 
kann nach Nierenstein nur dadurch erklairt werden, daB 
infolge oxydativer Prozesse eine Hydroxylierung des Benzol- 
kerns in ortho-Stellung zur Amidogruppe stattfindet und es 
dadurch zur Bildung von p-Amido-m-oxyphenylarsinséure kommt. 
Die Oxydation ist von einer Acetylierung im Organismus be- 
gleitet, wodurch das Acetylderivat der p-Amido-m-oxyphenyl- 
arsinsiure gebildet wird. Durch eine sekundire Oxydation des 
Acetylrestes und Ringschluf entsteht in letzter Linie Oxy- 
carbamidophenylarsinsaure : 


— OH — OH — OH — OH 
— “> —~S A ee 
= OL 
\/ \ /OH \/OH - \ 7 
NH, NH, NiH|-CO-|CH, N=C — OH 


intermediare hypothetische Kérper. 


Diese Entstehungsweise der letzteren Substanz hat aber 
beziiglich ihrer Erklarung manches gegen sich. Denn ist es 
zwecks Entgiftung im Organismus einmal zur Acetylierung eines 
Kérpers gekommen, so wird er in dieser Form, als schon ge- 
niigend entgiftet, ausgeschieden. Auch wiirde die weitere Ab- 
spaltung von CH,, also Methangas, ein Kuriosum darstellen, 
das in diesem Zusammenhang weder dem Chemiker im Labo- 
ratorium bekannt, noch im Tierkérper jemals zur Beobachtung 
gelangt ist. Sicherer werden wir wahrscheinlich gehen, wenn 
wir uns die intermediar entstanden gedachte Amidooxypheny]l- 
arsinsiiure mit Harnstoff kondensiert vorstellen, aus welcher 
Verbindung dann Ammoniak austritt unter Bildung der Oxy- 
carbamidophenylarsinsdure oder der isomeren Carbonyl-3-oxy- 
4-amidopheny]-l-arsinsaure, 
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ein Vorgang, der im Verhalten des Salvarsans ein gewisses 
Analogon findet. 


Verhalten des Salvarsans im Organismus des 
Menschen. 


Es steht fest, dafi nach Einfiihrung von Salvarsan in den 
Organismus Arsen im Harn erscheint. Die Ausscheidung von 
Arsen im Harn kann schon nach Minuten beginnen und bis 
zu einem Jahre!) dauern. Mafgebend fiir die Dauer scheint die 
Art der Anwendung zu sein, ob subcutan, intramuskulaér oder 
intravenés. Die intravendse Applikation ist heute wohl das 
klassische Verfahren, daher beanspruchen die Ausscheidungs- 
verhialtnisse des Salvarsans unter diesen Umstiinden das meiste 
Interesse. So zahlreich die Arbeiten sind, die sich mit der 
Menge des ausgeschiedenen Arsens und der Dauer der Aus- 
scheidung beim Menschen und Tier beschiftigen, so diirftig 
sind die Angaben auf Grund exakter chemischer Feststellung 
liber die Form, in der das Salvarsan bezw. dessen Arsen- 
komponente im Harn erscheint. Es ergeben sich hier folgende 
MOoglichkeiten : 


1. Das Salvarsan geht unverindert in den Harn iiber, 
2. als organische Zersetzungsprodukte, 
3. als ionisiertes Arsen und zwar als 

a) arsenige Siaure, 

b) Arsensaure. 


Zum Studium dieser Frage stand der Harn der in der 
Rostocker Dermatologischen Universitatsklinik stationaér zum 
ersten und zum wiederholten Male intravenés mit Alt-Salvarsan 
behandelten Luetiker zur Verfiigung. Die Menge des ange- 





1) Fischer u. Zernik, Berl. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 34. 
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wandten Priparates schwankte zwischen 0,1 und 0,4 g bei 
den einzelnen Patienten. Es wurden nur die Urine vom Tag 
der Injektion und darauf folgenden Tage gesammelt, zusammen- 
gegossen und sofort auf dem Wasserbade eingedampft, wobei 
sorgfiltig darauf geachtet wurde, daB die Reaktion durch Zu- 
satz von etwas Natriumcarbonat neutral bezw. amphoter blieb. 
War bis zu einem schmierigen Riickstand eingedunstet, so 
wurde dieser mit wenig pulverisierter Citronenséure verrieben 
und mehrmals mit heiBem Alkohol ausgezogen, bis der letzte 
Alkoholauszug fast farblos war und einen nur geringen Ab- 
dampfriickstand hinterlieB. Die filtrierten vereinigten Alkohol- 
ausziige wurden beiseite gestellt und der Harnriickstand scharf 
getrocknet und pulverisiert. Auf diese Weise wurden inner- 
halb mehrerer Wochen ungefihr 128 Liter Harn verarbeitet 
von Patienten, die zusammen 14,8 g Salvarsan erhalten hatten. 

Die alkoholischen schwach citronensauren Ausziige wurden 
nun bei sehr gelinder Wiérme unter Vermeidung des Siedens 
und unter allmahlichem Zusatz von schwach sodaalkalischem 
Wasser auf ein Volumen von 1480 ccm gebracht. Diese Fiissig- 
keit bildete eine tief rotbraune, etwas dickliche, nur ganz wenig 
Alkohol enthaltende schwach alkalische Lésung, von der 100 ccm 
1 g des angewandten Salvarsans entsprachen. 

Der nicht vom Alkohol aufgenommene Harnriickstand 
wog pulverisiert und durchgemischt 2145 g. 

Bei der Ausmittelung des Arsengehaltes in der Trocken- 
substanz und dem wasserigen Auszug erwies sich die alte Zer- 
stdrungsmethode mit Kaliumchlorat und Salzséure den neueren 
weniger zeitraubend sein sollenden Verfahren iiberlegen. Das 
als Sulfid ausgefallte Arsen wurde als Magnesiumpyroarseniat 
bestimmt. 


Gefunden in 100 g Trockenriickstand 0,0024 g Mg,As,0, 
> » 150¢ ” 0,0031 » Mg,As,0,. 
Die Gesamttrockensubstanz enthalt hiernach 0,026 g ele- 
mentares Arsen, was 0,0823 g Salvarsan entspricht. 
In der Lé6sung wurde gefunden 
in 20 ccm: 0,0542 g Mg,As,0, = 1,9363 g As im Gesamtvolumen, 
entsprechend 6,1275 g Salvarsan. 
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in 25 ccm: 0,0708 g Mg,As,O, = 2,0234 g As im Gesamtvolumen, 
entsprechend 6,4031 g Salvarsan. 

Der Trockenriickstand enthielt gegeniiber der Lésung so 
geringe Mengen Arsen, daf er fiir die weitere Verarbeitung 
nicht in Betracht kam. 

Der Gesamtarsengehalt der Lisung wurde im Mittel zu 
1,9798 g gefunden, was einer Salvarsanmenge von 6,2653 g 
entspricht. Gegeniiber der Einfiihrung von 14,8 g in den Orga- 
nismus entspricht dies einer Ausscheidung innerhalb ungefihr 
zwei Tagen von 42,33°/o. 

Bei der Berechnung des Arsengehaltes auf Salvarsan 
wurde dessen Arsengehalt mit 31,6°/o zugrunde gelegt, wie 
er von Gaebel’) ermittelt und von Ehrlich auch anerkannt 
wurde. Der von den Hochster Farbwerken urspriinglich an- 
gegebene Arsengehalt von 34°/o wird auf den Prospekten trotz 
der richtigen empirischen Formel C,,H,,N,O,As . 2HCl +- 2H,O 
immer noch angefiihrt. 

Vor Beantwortung der Frage, ob unverindertes Salvarsan 
im Harn nachweisbar ist, sei die Frage beriihrt, wie Salvarsan 
sich tiberhaupt identifizieren l4Bt. Die Darsteller Ehrlich und 
Bertheim heben die leichte Fallbarkeit sowohl der Base, als 
auch des salzsauren Salzes durch Schwefelséiure oder Sulfate 
hervor und weisen auf die Orangefairbung bezw. den orange- 
farbenen Niederschlag mit p-Dimethylamidobenzaldehyd hin. 
EKingehend hat sich Gaebel?) mit dem Nachweis des Salvar- 
sans befaBbt. Die Probe nach Marsh, Gutzeit und die bio- 
logische Priifung mittels penicillium brevicaule nach Gosio 
lassen einen Unterschied gegeniiber mineralisiertem Arsen nicht 
erkennen. Dagegen erzeugt Schwefelwasserstoff keinen Nieder- 
schlag in angesduerter Salvarsanlésung, selbst wenn man letztere 
kurze Zeit mit Salzsiure kocht. Auch Zinnchloriir-Salzsiure 
gibt nur einen gelben amorphen Niederschlag, der sich beim 
Erwarmen vollig klar lost, beim Erkalten aber ohne Dunkel- 
farbung in gelber Form sich wieder ausscheidet. Auf der 
leichten Oxydierbarkeit des aromatischen Komplexes basieren 





1) G.O. Gaebel, Arch. d. Pharmazie, Bd. 249, S. 241, 1911. 
*) Derselbe, Ebenda, Bd. 249, S. 49, 1911. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCVII. 7 
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eine ganze Anzahl zwar recht empfindlicher, aber nicht be- 
sonders charakteristischer Farbenreaktionen. So erzeugt Eisen- 
chlorid eine intensive Verfarbung von Griin in Rot, was noch 
in einer Verdiinnung von 1: 15000 gut erkennbar ist. Gold- 
chlorid erzeugt momentan eine prachtige tiefrote Farbe. 
Neflers Reagens wird augenblicklich, Platinchlorid in der Kalte 
erst allmihlich reduziert. Phosphormolybdinsdure gibt sofort 
eine intensive Blaufarbung, die besonders schén auftritt, wenn 
die LoOsung zuerst alkalisch, dann salzsauer gemacht wird. 
In seiner Eigenschaft als primaéres aromatisches Amin lat 
sich das Salvarsan diazotieren und die entstandene Diazo- 
]6sung mit Phenolen oder Aminen zu braunen bis roten Farb- 
stoffen kuppeln. So entsteht mit a-Naphthylamin eine schén 
rubin- bis violette Farbung (B-Naphthylamin kuppelt nicht!). 
Auf demselben Prinzip beruht die Farbenreaktion des diazo- 
tierten Salvarsans mit sodaalkalischem Naphthol oder Resorcin, 
die von Isak Abelin') als spezifisch angegeben ist. 

Uberhaupt erfreuen sich diese Azofarbstoffreaktionen 
grofer Beliebtheit beim Nachweis arsenhaltiger Anilinabkémm- 
linge im Harn. So ist auf Grund derartiger Reaktionen vielfach 
behauptet worden, daf das Atoxyl unverdandert in den Harn 
iibergehe, weil aus diesem sich ein Farbstoff bilden lasse, der 
dem Auferen nach Ahnlichkeit zeige mit dem aus reinem Atoxyl 
darstellbaren. Daf der Harnazofarbstoff wenigstens beziiglich 
seines Arsengehaltes mit dem Atoxylfarbstoff tibereinstimmt, ist 
niemals einwandfrei nachgewiesen, ja oft nicht einmal, da der 
im Harn zutage tretende Farbstoff tiberhaupt arsenhaltig war. 
Ebenso unzulissig wie es ist, etwa durch den positiven Ausfall 
der Millonschen Reaktion anf die Gegenwart eines bestimmten 
Phenols zu schlieBen, so wenig kann der Versuch mit dem 
untauglichen Mittel einer héchst variationsfahigen Diazoreaktion 
das Vorliegen eines ganz bestimmten Stoffes in dem kompli- 
zierten Gemisch, das wir Harn nennen, dartun. 

Beim Salvarsan ist Abelin auf Grund einer Diazoreaktion 
einem Irrtum unterlegen, indem er annimmt, daf «das Salvarsan 


') Abelin, Miinchn. med. Wochenschr. 1911, Nr. 19 u. 29; 1912, 
Nr. 2; Arch. exp. Path. u. Pharm., Bd. 75, S. 328, 1914. 
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zum Teil auch als solches durch den Urin ausgeschieden wird», 
wenn er auch die Frage, ob nicht das Salvarsan auch in anderen 
Formen, z. B. in Form eines Esters oder gepaart mit Glukuron- 
siure den Organismus verlaBt, noch offen lafbt. Er schlieBt sich 
damit der Ansicht von Fritz Lesser!) an, daf das Salvarsan 
bei der intravenédsen Reaktion offenbar zu schnell wieder aus- 
geschieden wird, vielleicht so schnell, dai ein Teil wieder 
unverdndert eliminiert wird. 

Nun sind jedem, der einmal Harn von Individuen nach 
Acetanilid- oder Phenacetindarreichung unter den Hainden gehabt 
hat, die aus solchem diazotierten Harn durch Kuppelung mit 
Phenolen in alkalischer Lésung darstellbaren schénen roten 
Farbstoffe bekannt. Wir weisen damit nichts anderes als 
Amidophenole oder deren Abkémmlinge nach. Die Farbung 
mit Eisenchlorid kommt ebenfalls dem Amidophenolrest zu. 
Reaktionen mit Nefilers Reagens oder mit Phosphormolybdian- 
siure besagen im Harn natiirlich gar nichts, da jeder normale 
Harn sie gibt. 

Wird nun ein konzentrierter Harn, der, wie oben be- 
schrieben, zu 0,4 °/o das ausgeschiedene Salvarsan enthilt, mit 
soviel Schwefelsdure versetzt, dab der Gesamtgehalt der Fliissig- 
keit hieran etwa halbnormal war, bei mehrtigigem Stehen in 
der Kiilte keinen gelben Niederschlag bildet, so ist bei der 
Empfindlichkeit dieser Reaktion nicht anzunehmen, daf unver- 
aindertes Salvarsan sich im Harn befindet. Als aber der Harn 
mit der von Ehrlich und Bertheim angegebenen alkalischen 
Hydrosulfitlbsung unter Zusatz von Magnesiumsalz etwa zwei 
‘Stunden lang bei ungefaéhr 60° digeriert wurde, schieden sich 
-winzige gelbe Flickchen aus, die nach dem Isolieren und Aus- 
waschen sich als betrachtlich arsenhaltig erwiesen. Offenbar 
lagen also Oxydationsprodukte aromatischer Art, Arsinsaéuren 
oder Arsenoxydverbindungen vor, die durch den Reduktions- 
prozeB in gelbe unldsliche Arsenobenzolderivate umgewandelt 
waren. 

Ein Teil des Harns wurde nun zunichst mit Alkali versetzt 
und wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, bis die letzte Aus- 





1) F. Lesser, Berl. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 23. 
7* 
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schiittelung fast farblos war. Der Atherriickstand verblieb nach 
dem Abdunsten in Form schmutzig rotbrauner Tropfchen, deren 
wisserige LOsung eine prachtvolle Indophenolreaktion gab, sich 
mit Eisenchlorid violett und mit Chlorkalklésung griinlich 
firbte. Diesen Reaktionen nach zu urteilen war der Korper 
p-Amidophenol. Er lief sich in gréferer Menge gewinnen, 
als eine Harnportion nach dem Alkalisieren mit Wasserdaémpfen 
destilliert wurde. Dem Destillat mit Ather entzogen, getrocknet 
und durch Sublimation gereinigt, zeigte er den verlangten 
Schmelzpunkt von 184°. 

Der alkalische Harn wurde angesiuert und abermals 
wiederholt mit Ather extrahiert. Auch diese Fraktion war so 
gut wie arsenfrei. Aie Atherausziige wurden dann nach dem 
Entwiassern mit gegliihtem Natriumsulfat auf ein kleines Volumen 
gebracht und einige Zeit sich selbst tiberlassen. Es begann 
sich eine klebrige gelbe Masse abzusetzen, die aber nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnte. Sie wurde nach dem 
Abgiefen des Athers mit Wasser aufgenommen unter Zusatz 
von Kalilauge bis zur neutralen Reaktion. Es schieden sich 
nach einigem Stehen gut ausgebildete etwas gelbe, tafelformige 
Krystiillchen aus, die sich als stickstoffhaltig erwiesen und deren 
Lisung durch Eisenchlorid nicht verandert wurde. Mit Chlor- 
baryum gab dieses Kalisalz direkt keinen Niederschlag, wohl 
aber nach einviertelstiindigem Kochen mit Salzséure. Jetzt 
fiirbte nach dem Neutralisieren auch Eisenchlorid und Chlor- 
kalk schmutzig-violett, die Indophenolprobe war jedoch negativ. 
Hiernach handelt es sich um eine Atherschwefelsiiure des 
o-Amidophenols, dessen bei 100° getrocknetes Kaliumsalz einen 
Schwefelgehalt von 11,16 °/o aufwies: 


0,3428 g Substanz gaben 0,2795 g BaSQ,. 


Da sich vor der Hydrolyse mit Salzsiiure durch Diazotieren 
und Kuppeln mit a-Naphthol keine Amidogruppe nachweisen lieB, 
nach der Hydrolyse aber wohl, so ist anzunehmen, daf die in 
ortho-Stellung zum Phenol (keine Indophenolbildung!) befind- 
liche Amidogruppe noch verestert ist. Es diirfte die o-Acet- 
amidophenolschwefelsdure 
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vorliegen, deren Kaliumsalz 11,90 °/o Schwefel verlangt. 

Der von dieser Substanz abgegossene Ather hinterlie8 nach 
dem freiwilligen Verdunsten gefairbte Nadelchen, die sich wenig 
in kaltem Wasser und in Siéuren, leichter in Alkalien lésten 
und sich aus heifem Wasser und heiber verdiinnter Salzsiure 
zu farblosen bis 1 cm langen Nadeln umkrystallisieren liefen, 
die aber selbst bei vorsichtigem Trocknen bald verwitterten. 
Diese Substanz, die ebenfalls stickstoffhaltig war, schmolz 
bei 140°. 

0,0924 g Substanz gaben 8,4 ccm N bei 24° und 755 mm = 10,06°%o N. 

Der Korper verinderte sich durch Eisenchlorid und 
Chlorkalk nicht und lief sich auch nicht diazotieren, auch 
Kochen mit starker Salzséure veranderte ihn nicht. Nachdem 
eine Probe mit starkem Ammoniak im zugeschmolzenen Rohr 
etwa zwei Stunden auf 150° erhitzt war, hatte sich die Fliissig- 
keit rétlich verfirbt; jetzt lief sich .darin eine diazotierbare 
Amidogruppe nachweisen, und Ejisenchlorid und ebenso Chlor- 
kalk verfarbten violett, die Indophenolprobe trat dagegen nicht 
ein: es hatte eine Abspaltung von o-Amidophenol stattgefunden 
und die Substanz identifizierte sich als Carbonyl-o-amido- 
phenol (Oxycarbanil) ” 

CoH. , co 
das bei einem Schmelzpunkt von 141—142° 10,37 °/o N verlangt. 

Eine neue grdfere Harnportion wurde nun weiter mit 
Weinséure stark angesdéuert und mit Essigither bis zur Er- 
schopfung extrahiert. Dieser mittels gegliihtem Natriumsulfat 
entwasserte Auszug wurde nach dem Abdampfen zur Trockne 
mit heifem Wasser aufgenommen, das einen grofen Teil der 
Schmieren als roten Riickstand zuriicklieB und selbst nur mehr 
wenig gefarbt war. Dieser wiasserige Auszug, der sehr stark 
arsenhaltig war, konnte durch Ausschiitteln mit Ather noch 
weiter entfairbt werden, ohne daf merkbare Mengen von Arsen 
in den Ather iibergingen. Dann wurde er mit Natronlauge 
etwas tiberalkalisiert und nun stundenlang in der Siedehitze, 
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anfangs unter Ersatz des verdunstenden Wassers, Kohlenséure 
eingeleitet, schlieBlich bis auf wenige Kubikzentimeter einge- 
dunstet und, noch mit einigen Tropfen Essigsaure versetzt, 
langsam der Krystallisation tiberlassen, Es schieden sich inner- 
halb mehrerer Tage reichliche Mengen etwas dunkel verfarbte 
gedrungene prismatische Nadeln ab. 

Diese Substanz war eine aromatische Arsinsdure. Sie 
léste sich leicht in Alkalien und Sauren, ebenso in heifem 
Wasser und in Alkohol. Mit Magnesiamischung triibte sich 
die wiisserige Ld6sung erst beim Kochen, desgleichen mit Cal- 
ciumechlorid. Sie enthielt Stickstoff in Form einer diazotier- 
baren Amidogruppe und wurde in alkalischer Lésung durch 
Chlorkalk dunkelgriin, und in salzsaurer Lésung durch Kalium- 
bichromat tief rot gefarbt. Eisenchlorid verdnderte nicht. 


0,1800 g Substanz gaben 0,1172 g Mg,As,0, 


0,1326 » > >» 7,4 ccm N bei 18° und 751 mm. 
Gefunden: 31,45 °/o As Berechnet: 32,19°/o As 
6,07 °/o N 6,01 °o N. 


Hiernach lag eine Oxy-amido-phenylarsinsdure, 
C,H,O,NAs, vor: 
/ A803 
C,H,—NH, 
NOH 


Die Mutterlauge von dieser Substanz war noch stark 
arsenhaltig. Sie wurde mit Natriumcarbonat neutralisiert und 
mit Alkohol bis zur beginnenden Triibung versetzt. Innerhalb 
von 2 Tagen waren schon weife atlasglinzende Nadelchen aus- 
gefallen, die aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert wurden. 
Sie waren stickstofffrei, gaben eine sehr starke Millonsche 
Reaktion und beim Kochen mit Magnesiamischung eine weibe 
Triibung. Nach der Zugabe von Bromwasser schied sich ein 
gelber krystalliner Niederschlag (Tribromphenol?) ab, wahrend 
das Filtrat jetzt nach Zugabe von Magnesiamischung schon 
in der Kiilte eine weiBe Ausfillung zeigte. Es hatte also durch 
die Behandlung mit Bromwasser eine Aufspaltung der Substanz 
zu Arsensiure und einem Phenol stattgefunden. Zur Analyse 
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wurde das krystallwasserhaltige Natriumsalz bei 100° ge- 
trocknet, wodurch es sein Krystallwasser verlor. 
0,1703 g Substanz gaben 0,1092 g Mg,As,O, 
0,2112> » >  0,2332 » CO,.*) 
Gefunden: 30,16°/o C Berechnet fiir C,H,O,AsNa: 30,00 °%/o C 
30,95 °/o As 31,25 °/o As. 


Hiernach handelt es sich um Oxyphenylarsinsaure. 


Zur Beantwortung der Frage, ob im Salvarsanharn Arsen 
in ionisierter Form nachweisbar sei, wurden 100 ccm des 
konzentrierten Harns schwach alkalisiert und wiihrend dreier 
Tage gegen Wasser dialysiert. Wa&ahrend dieser Zeit wurde 
das Aufenwasser viermal erneuert und nach Abbruch der 
Dialyse durch Abdampfen auf ein Volumen von 100 ccm ge- 
bracht. Dieses Dialysat wurde in 2 Teile geteilt. Der erste 
Teil (A) wurde direkt mit Magnesiamischung versetzt, der 
zweite Teil (B) erst mit einigen Tropfen 30°/oigem Wasser- 
stoffsuperoxyd oxydiert und dann mit Magnesiamixtur ausge- 
fallt. In diesen beiden Niederschligen wurde zur Trennung 
von Verunreinigungen, besonders Phosphaten, das Arsen in 
die Sulfide tibergefiihrt und letztere wieder in arsensaure 
Ammoniakmagnesia zuriickverwandelt. So wurden gefunden in 

Teil A. 0,0223 g Mg,As,O, 
>» B. 0,0384 » Mg,As,0.. 

In Teil A lief sich im Filtrat der Magnesiafillung mittels 
Schwefelwasserstoff leicht noch weiter Arsen nachweisen; in 
Teil B, in dem alles Arsen durch Oxydation in Arsensiure 
tibergefiihrt war, konnte nach der Zerstérung des iiberschiis- 
sigen Wasserstoffsuperoxyds mittels Oxalsiure durch stunden- 
langes Einleiten von Schwefelwasserstoff nur noch ein Hauch 
von gelbem Sulfid wahrgenommen werden. 

Nach diesen Feststellungen, die nur iibrigens auf orien- 
tierende Werte Anspruch machen, verhalt sich die Menge des als 
anorganisch fiinfwertig ausgeschiedenen Arsens zu der Menge in 
dreiwertiger Form ungefihr wie 3:2. Im Gesamtharn wurde 





1) H,O-Bestimmung ging verloren. 
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so die Geséamtmenge des ionisierten Arsens zu rund 1/4 des 
iiberhaupt ausgeschiedenen ermittelt. 

Besonders italienische Autoren!) haben sich mit der Frage 
der Ausscheidung des Salvarsans in anorganischer Form befaBt. 
Nach Valenti wird Salvarsan gréftenteils ionisiert, nach 
Usuelli ebenfalls hauptsachlich in anorganischer, daneben 
aber auch in organischer Form, und nach Saccone in den 
ersten Tagen fast nur als organisches, in der Folge dann nur 
als anorganisches Arsen ausgeschieden. 

Nach vorstehender Untersuchung wird also nach intra- 
vendser Einbringung von Salvarsan in den menschlichen, sy- 
philitisch infizierten Organismus im Harn der beiden ersten 
Tage kein unverdndertes Salvarsan ausgeschieden, sondern 
es erfolgt eine Aufspaltung des Molekiils: 


As SEE NER RTE TR TIEN As 
C) ( 
\ / Nis \ Ni 
OH | OH 
— OH — OH 
As __ - As _ OH 
ra -, 
| ie 
\ 7M wa 
OH OH 
NH, a : 
rm, i, 
\/ \_) NH, os 
A 4 As,0, €—5 As,0, 
Paarung mit H,SO, Paarung mit Harnstoff 
u. en VY 
( ‘ CO. ( ‘ 
\ / NH CO - CH, heal NH 
0 -SO,- OH O—CO 


Bei dieser Aufspaltung spielen Oxydations- und auch 
Reduktionsvorgange die Hauptrolle. Die Sprengung des Arseno- 





*) A. Saccone, La Riforma Med. 1912, Nr. 12, S. 419. — A. Va- 
lenti, Arch. Farmacol. speriment., Bd. 13, S. 165, 1912. — P. Usuelli, 
Giorn. Ital, Malatt. Vener., Bd. 53, Nr. 2, 1913. 
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benzolmolekils ist ein rein oxydativer Prozeb, wahrend die 
Desamidierung der Oxyamidophenylarsinséure zur Oxyphenyl- 
arsinsdéure als eine Hydratation, verbunden mit Reduktion, 
aufgefaBbt werden mub: 








/ AsO. /AsOsH, 80th 
C,H,—|NHH + H|OH —> C,H,—|OH “HH —> CHC 
NOH NOH OH 


Durch eine Art Hydrolyse werden die Arsinséuren in 
ihre aromatischen arsenfreien Komponenten und in Arsensaure 
gespalten. Letztere wird zu arseniger Siéure reduziert und 
diese wiederum zu Arsensiure oxydiert, so dai zwischen 
beiden Oxydationsstufen ein gewisser Gleichgewichtszustand 
herrscht. Der aromatische Komplex, das o-Amidophenol, er- 
leidet zu einem kleinen Teil eine merkwiirdige stellungsisomere 
Umlagerung zu dem recht giftigen p-Amidophenol, wahrend 
das weit weniger wirksame o-Amidophenol in bekannter Weise !) 
wie andere Anilinderivate vor der Eliminierung aus dem Korper 
erst gepaart wird. 

Das Carbonyl-o-Amidophenol kénnen wir als Paarungs- 
produkt des o-Amidophenols mit Harnstoff — 

NHH ~~ -H,N 
nen _—* = a a “co 
zumal es sich aus diesen beiden Substanzen durch Kondensation 
leicht erhalten lat?) und wir ziehen deshalb obige Schreib- 
weise und Benennung dem Ausdruck 


f™ 
TOK Je OH 


o-Oxycarbanil vor. 

Diese Substanz lieB sich wegen ihres guten Krystallisa- 
tionsvermégens durch Wagung leicht quantitativ bestimmen. 
So wurde davon in der Gesamtmenge Harn etwas tiber 3 g 
Rohprodukt bestimmt. 





!! M. Jaffé und P. Hilbert, Diese Zeitschr., Bd. 12, S. 295, 1888. 
— K. A. H. Morner, Ebenda, Bd. 13, S. 12, 1889. — E. Sieburg, Ebenda, 
Bd. 92, S, 331, 1914. 
*) Sandmeyer, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 19, S. 2656. 
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Schon die Menge des in dieser Form ausgeschiedenen 
Amidophenols, mit AuBerachtlassung des freien und _ mit 
Schwefelséure gepaarten, ist bei weitem nicht der Menge an 
anorganischem Arsen proportional, letztere ist viel kleiner. 
Wir miissen hieraus schlieBen, daB das Salvarsanmolekiil zwar 
sofort nach seiner Einfiihrung in den Organismus im Sinne 
des obigen Schemas gespalten wird, dai aber nur die rein 
aromatische Amidophenolkomponente in den ersten Stunden 
nahezu quantitativ ausgeschieden wird, wahrend betrichtliche 
Mengen Arsen, sogar der gréBere Teil, in irgend einer Form 
im Organismus verbleiben. Es wurden ja nur etwas tber 
40°/) Arsen des Salvarsans in den ersten beiden ‘Tagen aus- 
geschieden! Moglich, ja sogar wahrscheinlich, dafi das im 
Korper zuriickgehaltene Arsen anorganisches ist. Da8_hierfiir 
die Leber die Hauptablagerungsstitte bildet, ist durch zahllose 
Analysen sichergestellt: Man mag auch an die Existenz von 
Arsenlecithinen denken,!) in denen der Phosphor der Glycerin- 
phosphorsiiurekomponente durch Arsen ersetzt ist. Oder man 
mag mit Gautier?) nach seinen Versuchen tiber das «normale 
Arsen» des Organismus einen teilweisen Ersatz des Phosphors 
in anderen Kérpergeweben, in den Nucleinsubstanzen, annehmen 
und von Arsennucleiden reden. Oder man mag die weit ein- 
fachere und niher liegende Anschauung sich zu eigen machen, 
dal; es sich bei der Bindung des Arsens im K6rpergewebe, 
wie bei vielen kolloidalen Stoffen, um eine einfache mecha- 
nische im Ostwaldschen Sinne handelt. Genug, an einer 
langdauernden Ausscheidung von anorganischem Arsen ist nicht 
zu zweifeln. Nach Saccone (Il. c.) fallt in den ersten Tagen 
nach der Verabreichung von Salvarsan neben den Reaktionen 
auf Arsen im Harn auch die Indophenolreaktion positiv aus, 
wiihrend in der Folge die Indophenolreaktion ausbleibt und 
nur die auf Arsen positiv sind. Ganz 4hnliches gilt nach 


1) Caillot de Poncy und Livon, Journ. de pharm. et de Chim., 
Bd. 30, S. 344, 1879. 

?) Armand-Gautier, Compt. rend. de lac. d. sc., Bd. 129, 
S. 929, 1902. 
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Frenkel-Heiden und Navassart!) fiir die Ehrlichsche 
Diazoreaktion. Auch Abelin (I. c.) stellte fest, daB sich die 
Darstellung eines anderen Azofarbstoffs nur in sehr beschriénkter 
Stundenzahl nach der Injektion aus dem Harn ermdéglichen |aBt. 


Ausscheidung der Arsenobenzoesiiure beim Kalbe. 


Einem etwa '/2 jaihrigem Kalbe von 65 kg Gewicht wurden 
mehrmals in Zeitabstinden von ungefihr einer Woche 1,0 bis 
1,5 g Arsenobenzoeséiure in 100 ccm Wasser neutralisiert ge- 
lést subcutan beigebracht. Im ganzen wurde so 8,4 g Sub- 
stanz dem Organismus einverleibt. Das Tier blieb wéihrend 
der Zeit im Zwangskafig. Die Nahrungsaufnahme nahm er- 
heblich ab und die Harnmenge sank von normalerweise 10 bis 
12 Liter auf 2 bis 4 Liter taglich. Dabei war der Harn hoch- 
gestellt, bis zu 1,050 spezifisches Gewicht, und enthielt 1 bis 3 
pro mille Eiweif nach Efbach. Etwa 48 Stunden nach den 
Injektionen war die Albuminurie meist abgeklungen, das Tier 
erholte sich rasch wieder und zeigte normale Freflust und 
gleich grofe Harnabsonderung wie friiher. 

Es zeigte sich nun, daf in den ersten beiden Tagen nach 
Beibringung des Giftes rund 45°/o bis 65°/o des eingefiihrten 
Arsens ausgeschieden wurden, wihrend bei zwei Arsenbestim- 
mungen verschiedener Versuchsperioden im Gesamtharn vom 
dritten und vierten Versuchstage nur mehr noch 2,9°/o und 
1,9°/o wiedergefunden wurden. Es gelangte deswegen nur der 
Harn der ersten beiden Versuchstage zur Verarbeitung. 

Die Harnportionen wurden jedesmal ganz frisch ver- 
arbeitet, um bakterielle Zersetzung mdglichst auszuschlieBen. 
Durch Essigsaéurezusatz wurden sie neutralisiert, bei miibiger 
Warme einige Zeit auf dem Wasserbade gehalten und vom 
Eiweif befreit, dann zur Trockne verdunstet und mit starkem, 
warmen Alkohcl mehrmals bis zur ErschOpfung aufgenommen. 
Diese alkoholischen Extrakte, die schon beim Erkalten eine 
Menge Salze ausfallen lieSen, wurden zum Sirup verdampft 
und der Riickstand mit soviel Wasser aufgenommen, als 





1) Frenkel-Heiden und Navassart, Zeitschr. f. exp. Path. u. 
Ther., Bd. 13, S. 531, 1913. 
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gerade zur LOsung notwendig war. Diese konzentrierte klare 
Lésung schied auf Salzsdurezusatz einen dicken schmutzigen 
Krystallbrei aus, der nach laéngerem Absitzenlassen im Eis- 
schrank abfiltriert und ausgewaschen wurde und sich bei der 
Marshschen Probe als stark arsenhaltig erwies. 

Dieser getrocknete Niederschlag, der u. a. groBe Mengen 
von Hippursaure und Harnsdure enthielt, wurde nun nachein- 
ander mit Ligroin, Ather und Essigiither ausgekocht, die da- 
raus aber keine gréferen Quantitéten arsenhaltiger Substanzen 
losten. Erst warmer absoluter Alkohol nahm die arsenhaltige 
Komponente vollig auf unter Riicklassung von nur noch Spuren 
arsenhaltiger Produkte. 

Die alkoholische L6sung wurde nach Entfernung der letzten 
Reste Farbstoff mit einigen Kérnchen Knochenkohle der spon- 
tanen Verdunstung tiberlassen. Der weife Rickstand léste sich 
schwer in kaltem Wasser, gut in heiSem, ohne aber daraus 
zu krystallisieren. Die Darstellung einer reichlichen Menge 
schén weifer winziger Naidelchen gelang erst beim Loésen in 
wenig heifer Salzsiure und mehrtigigem Aufheben in der 
Kochkiste. 

Die Substanz léste sich, wie erwahnt, schwer in kaltem, 
gut in warmem Wasser, auch in Athyl- und Methylalkohol, 
dagegen nicht in Fettl6sungsmitteln. Einen Schmelzpunkt zeigte 
sie nicht; ferner war sie stickstofffrei. Mit Calciumchlorid oder 
mit Magnesiamischung triibte sich die wisserige Losung erst 
beim Kochen. 

0,1123 g Substanz gaben nach Carius 0,0690 g Mg,As,O, 


0,1908 » > : > >»  0,1185 » Mg,As,O, 

0,1420 » > > > 0,1769 g CO, u. 0,0384 g H,0 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,AsO, : 

As 29,67 und 29,98 °/o 30,49 °/o 

C 34,49 Jo 34,15 Jo 

H 3,03 Jo 2,85 Jo. 


Es wurde ferner das Silbersalz der Verbindung dargestellt, 
in dem etwas Substanz mit "/10-Natronlauge neutralisiert und 
mit sehr verdiinnter Silbernitratlosung gefallt wurde. Der weiBe 
amorphe Niederschlag wurde nach dem Auswaschen mit Wasser 
und Alkohol bei niedriger Temperatur im Vakuum getrocknet. 
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0,1422 g Substanz gaben 0,1002 g AgCl. 


Gefunden: 54,14°%/o Ag Berechnet: 57,14°/o Ag 
AsO Ag 
fiir C,H,7 _— 
\COOAg 
Hiernach charakterisiert sich die gesuchte Arsenverbindung 


als eine Benzarsinsaure, CHC Onga: und zwar nach ihrem 
physikalischen Verhalten — die ortho- und meta-Saure ist auch 
in kaltem Wasser sehr leicht léslich — als p-Benzarsinsiaure. 

Die Mutterlaugen von der die Benzarsinsiure enthaltenden 
Fallung erwiesen sich als noch sehr betrichtlich arsenhaltig, 
ohne da es gelang, hieraus noch mehr von der schwer wasser- 
léslichen Benzarsinséure zu gewinnen. Sie mulfiten aber dennoch 
aromatische Arsinsiiuren enthalten; denn nach dem Ubersiittigen 
einer Probe mit Magnesiamixtur, Absitzenlassen des hierdurch 
entstandenen Niederschlags und Kochen der iiberstehenden 
klaren Fliissigkeit entstand nochmals eine Triibung. Die stark 
salzsauren Mutterlaugen wurden nun mit einem grofBen Uber- 
schuB von Natriumacetat versetzt und mit Essigiither extrahiert. 
Dieser nimmt die Arsinséiure zwar langsam, aber fast vollig 
auf, die beim Abdunsten in Form eines schlecht krystallisie- 
renden gefarbten Sirups hinterbleibt. Beim Aufnehmen in ab- 
solutem Alkohol, Entfirben mit Tierkohle und Einriihren in 
durch eine Kiltemischung gekiihlten wasserfreien Ather schieden 
sich schlieflich nach langerem Stehen prismatische stumpfe 
Nadeln aus, die ziemlich hygroskopisch sind. Sie stellten die 
gesuchte Arsinsaéure dar, die sich spielend in kaltem Wasser 
léste, ebenfalls in verdiinnter kalter Salzsiéure, Bicarbonat- 
losung unter Aufbrausen zersetzte, desgleichen auch in Alkohol, 
nicht aber in Ather und Benzol léslich war. Sie war ferner 


stickstoffhaltig. 


0,2308 g Substanz verbrauchten nach Kjeldah! 10,7 ccm ®/10-H,SO, 
= 455% N, 

0,2200 g Substanz gaben 0,1112 g Mg,As,O0, = 24,40°/o As. 

Der Stickstoff gehérte einem Aminosdurerest an; denn 
nach Hydrolyse mit n-Natronlauge und Neutralisieren mit 
n-Salzsaéure trat eine prachtvolle Ninhydrinreaktion ein, und 
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zwar wurde als Aminosaurepaarling Glykokoll ermittelt. Es 
lief} sich durch Einwirkenlassen von B-Naphthalinsulfochlorid 
auf die alkalische Hydrolysierungsfliissigkeit in bekannter Weise 
das §-Naphthalinsulfoglykokoll in langen spitzen Blattern mit 
dem Schmelzpunkt 154—155° darstellen. Es lag also ein 
Arsinsiurebenzoylglykokoll oder eine Hippurarsinsaure, 
C,H,,O,AsN vor. 
Berechnet: 24,75°/o As Gefunden: 24,40°/o As 
4,62°o N 4,55°o N. 
Wir haben es hiernach mit folgendem Vorgang im Tier- 
kérper zu tun: 


As REA Ee ICAP A SUES As 
Ss 6 
| 
i al 
of COOH 
——*> — OH 
As ON As= ou 
> Paarung mit Glykokoll « 
iv iin en 
COOH CO - NH. CH,COOH 


Ein sonderbarer Nebenbefund muBf hier angefiihrt werden, 
der anfangs nicht gedeutet werden konnte. Es traten namlich 
parallel mit der Arsenausscheidung im Kalbsharn freie Benzoe- 
siiure und freie Glukuronsdure auf. Bei Vorversuchen, 
Arsenverbindungen aus dem konzentrierten Harn durch ein- 
fache Atherausschiittelung zu isolieren, hinterblieben als Ather- 
riickstand ganz kollossale Mengen direkt reiner weiber Benzoe- 
siure vom Schmelzpunkt 121°. Natiirlich wurde zunichst 
daran gedacht, dafi sie durch Zersetzungen, etwa der Hippur- 
siiure, entstanden sei, und die Versuche mit allen Kautelen 
bei ganz frischen Arsenharnen ohne jede Anwendung von 
Wiirme wiederholt. (Erst Ausschiitteln des Harnes mit Chloro- 
form, Entziehen der Benzoesdéure mit alkalischem Wasser und 
weiter saures Auséthern.) So wurde in drei Stichproben mit 
jedesmal 100 ccm frischen Harns wahrend dreier verschiedener 
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Versuchsperioden von 0,36 bis 0,51 g freier Benzoesiure ge- 
funden. Nimmt man in den ersten beiden Tagen auf der 
Hohe der Vergiftung nur eine Harnmenge von tiiglich drei 
Liter an, so bedeutet das wihrend dieser Zeit eine Benzoe- 
siureausfuhr von rund 25 g! Selbstverstiindlich wurde durch 
Kontrollen auferhalb der Versuchsperioden festgestellt, dab 
sich aus dem normalen Kalbsharn in der angegebenen Weise 
nur unwigbare Spuren Benzoesiure isolieren lieben. 

Weiter gab der genuine Harn ziemlich starke Reduktions- 
proben, ohne jedoch trotz Rechtsdrehung auch nur eine Spur 
zu vergiiren. Mit Alkohol-Ather wurde die reduzierende Sub- 
stanz ausgeschiittelt und der Verdunstungsriickstand im Wasser 
aufgenommen und diese Loésung mit Barythydrat ausgefillt. 
Das Barytsalz wurde durch Schwefelsiure in wisseriger Sus- 
pension zerlegt und die vom Baryumsulfat abfiltrierte kaum 
mehr gefirbte Losung im Vakuum eingeengt. Zur Krystalli- 
sation konnte sie nicht gebracht werden, sie hinterblieb auch 
nach wochenlangem Aufbewahren im Exsikkator stets als zer- 
flieBlicher Sirup von ungemein starker Reduktionskraft beim 
geringsten Erwiirmen. Auch das Neubergsche p-Bromphenyl- 
hydrazon konnte nicht auf den verlangten Schmelzpunkt von 
236° gebracht werden, es zeigte aber in Pyridinalkohol die 
charakteristische starke Linksdrehung. 

Wenn sich nun auch das Auftreten der freien Benzoe- 
siure leichter erklart, niaimlich als Benzoesiiure entstanden 
aus der Chinasdéure der Nahrung und der Hippursauresynthese 
entgangen, so ist doch die Existenz von freier Glukuronsiure 
als Stoffwechselprodukt ein absolutes Novum und Paradoxon. 
Wenn wir sie auch als Entgiftungsprodukt in gepaarter Form 
mit Phenolen und Alkoholen fast stiindig antreffen, so scheint 
doch die normale Verbrennung der Glukose im ‘Tierk6rper 
gar nicht via Glukonsaéure—Glukuronsiure zu verlaufen. Die 
alte, zuerst von Sundwik und dann von Emil Fischer aus- 
gesprochene Theorie, daBb zuerst die Bindung des Paarlings 
an Glukose unter Fixierung der Aldehydgruppe erfolge, und 
daf dann in dem gebildeten Glukosid Oxydation der endstin- 
digen CH,OH zur COOH-Gruppe stattfinde, hat durch neuere 
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Untersuchungen eine gewisse Stiitze gefunden, indem es 
Haimiliinen!) «wahrscheinlich gelungen ist, das Zwischen- 
produkt der Glukuronsadurepaarung, nimlich das hypothetische 
Glukosid», zu fassen. Ob nun das Auftreten der freien Glukuron- 
siure im Sinne der Theorie der unvollkommenen Zuckeroxyda- 
tion?) erklart werden kann, die hier speziell, gemaf den SchluB- 
erOrterungen tiber die Wirkungsweise der Arsenikalien, am 
ehesten Platz greifen kénnte, muf dahin gestellt bleiben bis 
zum Abschlu8 gewisser Versuche am Kalbe, aus denen her- 
vorgeht, dafB der Glukuronsiiurestoffwechsel hier doch anders 
liegt, wie beim Menschen, Hund oder Kaninchen. 

Vorliufig wollen wir in dem Auftreten von Benzoesiure 
und Glukuronsiiure ganz allgemein eine St6rung von Paarungs- 
vorgiingen erblicken. Wir kénnen dies um so eher, als offenbar 
der Organismus die Tendenz hat, die Arsenobenzoesiure via 
Benzarsinsiiure mit’ Glykokoll zu Hippurarsinsaéure zu paaren. 
Die gefundene Benzarsinsaéure mu als der Paarung entgangen 
angesehen werden. Denn Schr6oter,*) der Kaninchen Ben- 
zarsinsiure beibrachte, fand am ersten Tage nach der Ein- 
verleibung von Benzarsinsaéure, wahrend am zweiten und dritten 
Tag der Urin noch anderweitig arsenhaltig sich erwies, im 
Urin eine Siure, die in analoger Weise wie Hippursiéure ge- 
wonnen werden konnte, in Essigither und Ather léslich, in 
Petrolither unléslich war und aus langsam verdunstendem 
Ather sich in Krystallen ausschied und arsenhaltig war. Sie 
wurde aus Liésungen ihrer Natronverbindung durch Salzsdéure 
nicht ausgefallt. Wegen der geringen Menge gelang es nicht, 
sie soweit zu reinigen, dafi eine Arsenbestimmung oder eine 
Elementaranalyse hatte vorgenommen werden kénnen. Benz- 
arsinsiiure konnte im Harn nicht aufgefunden werden. Diese 
Substanz ist sicherlich Hippurarsinséure gewesen, denn die 


') J. Hamidladinen, Skandinav. Arch. f. Physiol., Bd. 30, 5. 196, 1913. 
?) J. Wohlgemuth, Verh. d. Kongr. f. innere Med., Berlin 1904; 
P. Mayer, Berl. klin. Wochenschr. 1899, Nr. 27 u. 28; Dtsch. med. Wochenschr. 


1901, Nr. 16 und 17. 
3) H. Schréter, Uber die Giftwirkungen der Benzarsinsdure usw. 


Inaug. Dissert. Erlangen 1881. 
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von Schréter beschriebenen Eigenschaften stimmen mit der 
aus dem Kalbsharn gewonnenen iiberein. 


Ausscheidung der 3-Amido-arsenobenzoesiure 
beim Kalbe. 


Zu diesen Versuchen wurde dasselbe Kalb benutzt wie 
zu den mit Arsenobenzoesiiure. Das Tier war inzwischen 
ein halbes Jahr alter geworden und wog gegen 125 kg. Es 
erhielt innerhalb 15 Tagen insgesamt 5,9 g in Dosen von 
2,6 g, 2,0 g und 1,3 g in 2°/oiger neutraler LOsung unter die 
Haut. Auch hier sank die tagliche Harnmenge sehr erheblich, 
auf 21/2 bis 4 Liter, im Harn selbst konnten wiihrend der 
Versuchsperiode Eiweif und reduzierende Substanzen niemals 
nachgewiesen werden. Das Wohlbefinden des Tieres schien 
nicht beeintrachtigt, nur traten kurz nach den Einspritzungen 
an den Injektionsstellen jedesmal etwa kindskopfgroBe Odeme 
auf, die binnen kurzem wieder verschwanden. 

Es zeigte sich, dafsi nur der Harn, der iibrigens nicht 
ganz quantitativ aufgefangen werden konnte, der ersten dreimal 
24 Stunden nach den Injektionen grofbe Mengen von Arsen 
mit sich ftihrte. Mit dem vierten Tage, mit dem die Harnflut 
staérker wurde, sank der Arsengehalt rapide. Es wurde deshalb 
nur der Harn der ersten drei Tage jeder Versuchsperiode ver- 
arbeitet, indem er ohne jede Einengung mit reichlich konzen- 
trierter Salzsiure versetzt in der Kilte ein bis zwei Tage 
sich selbst tiberlassen wurde. Der dabei sich absetzende Kry- 
stallbrei enthielt die Hauptmenge des ausgeschiedenen Arsens, 
nach dem Ausfall der Marhsschen Probe schitzungsweise 
fiinfmal mehr, als in den Mutterlaugen zuriickblieb. Die festen 
Massen wurden dann unter Zusatz von etwas Tierkohle aus 
wenig verdiinnter Salzséure umkrystallisiert und getrocknet. 
Dieser Trockenriickstand lieB sich dann durch aufeinander 
folgendes Erschépfen im Soxhletschen Extraktionsapparat mit 
Ligroin, wasserfreiem Ather, Essigiither und absolutem Alkohol 
in vier verschiedene Fraktionen zerlegen. 

Ligroin loste nur sehr wenig, hauptsachlich Schmieren, 
die nur einen Hauch Arsen enthielten. Die drei nichsten 
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Fraktionen stellten sich nach dem Umkrystallisieren aus heifem - 
Wasser als farblose Krystallgemische dar. Die letzte Fraktion, 
der Alkoholextrakt, war bei weitem am arsenreichsten. | 

In sehr wenig Ammoniak gelést und mit Magnesiamixtur 
gekocht lief sich das Magnesiumsalz einer Arsinsaure isolieren, 
aus dem durch Auflésen in heifer verdiinnter Salzséure und 
mehrmaligem Umkrystallisieren die freie Arsinsiéure in weifen 
lanzettformigen Nadelchen von insgesamt 1,2 g gewonnen wurde. 

Die reine Siéure, die Kongofarbstoff bliiute, zersetzte sich 
oberhalb 250° ohne zu schmelzen und loste sich gut in Al- 
kohol, Aceton und Eisessig, unléslich war sie in Ather und 
Chloroform, sehr wenig léslich in Essigaither. In kochendem 
Wasser lést sie sich ebenfalls, fallt aber bei langerem Stehen 
in der Kilte wieder aus. 

Die Arsinsiéiure erwies sich als stickstoffhaltig, kuppelte 
aber nach dem Diazotieren nicht. Bei laingerem Erhitzen mit 
verdiinnter Mineralsiure verharzte sie allmahlich. Mit sehr ver- 
diinnter Natronlauge etwa 2 Stunden im siedenden Wasserbad 
gehalten, firbte sie sich dunkel, kuppelte jetzt aber leicht zu 
braunroten Farbstoffen. Der Stickstoff liegt hiernach in Form 
einer akylierten Amidogruppe vor. 


0,2193 g Substanz gaben 0,1100 g Mg,As,0, 


0,1422 » > >»  6,0ccm N bei 16° und 748 mm. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,O,NAs: 
24,22°/o As 24,75°/o As 
4,82°o N 4,62°/o N. 


Die Siéure stellt sich dar als eine Acetamido-benzarsin- 
siiure, und zwar gemif} ihrer Muttersubstanz als die 3-Acet- 
amido-p-benzarsinsdure 

J AsOsHs 
C,H,—NH - CO - CH, 
\cOoH 
von der 2 Isomere als Acetanthranilarsinsaéure und 3-Acetamido- 
o-benzarsinsaure bereits beschrieben sind. ‘) 





1)R. Kahn und L. Benda, Ber. d. Dtsch. chem. Ges., Bd. 41, S. 3861 
und 3864, 1908. 
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Am 16. Tage nach der letzten Injektion wurde eine Tages- 
menge — etwa 8 Liter — Harn desselben Tieres eingedunstet, 
der eingeengte Harn dialysiert, und das Dialysat wie auf S. 91 
angegeben auf anorganisches Arsen hin gepriift. Dabei stellte 
sich heraus, dafi auch hier sehr deutliche Mengen sowohl fiinf- 
als auch dreiwertigen Arsens noch vorhanden waren. 

Bemerkenswert ist, wie hier der entgiftende EinfluB, den 
der Eintritt der Amidogruppe in das Molekiil der Arsenobenzoe- 
siure bezw. Benzarsinséure austibt, in Erscheinung tritt. 
Wahrend in der Benzarsinsaéure die Carboxylgruppe erst mit 
Glykokoll verestert werden muf, um ausgeschieden werden zu 
kénnen, geniigt in der Amidobenzarsinsiure der Einfluf{ der 
benachbarten Amidogruppe, die durch Acetylierung im K6rper 
vor Verinderungen geschiitzt wird, um die Substanz harnfahig 
erscheinen zu lassen. 


Schluberédrterungen. 


Wie an verschiedenen Beispielen gezeigt, tritt in jedem 
Falle im Tierkorper bei den Arsenoverbindungen die Sprengung 
der «toxophoren » — As = As-Bindung ein. Durch diesen rein 
oxydativen Vorgang bezweckt der Organismus fiir sich sicher- 
lich nur eine Entgiftung und gleichzeitige Uberfiihrung in eine 
leichter in Wasser und weniger in anderen Medien lésliche 
Form. ‘Tatsachlich sind ja nun die entstehenden Arsinsaéuren 
um ein vielfaches ungiftiger, wie ihre niederen Oxydationsstufen, 
und auch ihr Léslichkeitsverhialtnis: Wasser/Fettlosungsmittel 
bewegt sich von weit tiber 1 bis o. Wenn auch zu dem 
Vorgang der — As = As-Spaltung Sauerstoff bendtigt wird, 
der den Stoffwechselprozessen entzogen werden mub, so spielt 
diese geringe Menge im Haushalt des Organismus wohl kaum 
eine grofe Rolle. Wir diirfen sogar annehmen, dafi das in 
Form von organischen Arsinséuren ausgeschiedene Arsen fiir 
die eigentliche Wirkung verloren geht. Weiter aber treffen 
wir anorganisches Arsen als Ausscheidungsprodukt und zwar 
in beiden Formen, sowohl als arsenige Saiure, wie auch als 


Arsensdure, 
bs * 
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Hier mégen die klassischen Untersuchungen von Binz 
und Schulz’) rekapituliert werden, die zeigen, daB innerhalb 
und auSerhalb des Organismus durch protoplasmatische Ge- 
webeaus As,O, As,O, entsteht und umgekehrt aus As,O, As,O,. 
Wiahrend die Oxydation der arsenigen Saure hauptsichlich in 
den driisigen Organen, wie Diinndarmschleimhaut, in der Milz 
und Leber vor sich geht, wird die Reduktion der Arsensiéure 
vornehmlich durch totes Gewebe, sowie durch Leber und Blut, 
vollzogen. Beide Prozesse verlaufen gleichzeitig nebeneinander, 
wie dies z. B. in ausgesprochener Weise in der Leber der Fall 
ist, wahrend meist einer der beiden Vorginge tiberwiegt. So 
hesitzt das Blut nur die stark ausgeprigt reduzierende Wirkung 
auf As,O;, wiihrend der oxydierende Einflu8 As,O, gegeniiber 
fast gleich Null ist. Nach Binz und Schulz bedingt nun 
«die Umwandlung beider Séuren in einander innerhalb der 
sie vollziehenden Eiweifmolekiile heftiges Hin- und Her- 
schwingen von Sauerstoffatomen. Dieses ist, je nach 
der vorhandenen Menge der Atome, die Ursache der giftigen 
oder therapeutischen Wirkung des Arsens. » 

Da der Ausdruck des «heftigen Hin- und Herschwingens 
von Sauerstoffatomen im Protoplasmamolektl» leicht zu grob 
sinnliche Vorstellungen auslésen kann, sind wir geneigt, ihn 
etwas unbestimmter zu fassen und bei Anderungen im Sauer- 
stoffbudget der Zelle von einer katalytischen Wirkung zu 
reden. Ob hier etwa der Sauerstoff durch das Arsen «abge- 
lenkt» wird und Oxydations- oder Reduktionsvorgiinge am 
unrechten Ort zur unrechten Zeit hervorruft, ist natiirlich eine 
offene Frage. «Im Sauerstoffwechsel liegt der locus minoris 
resistentiae der lebendigen Substanz aller aeroben Organismen. »?) 

Irgend eine eigenartige, den aromatischen Arseno- 
kérpern als komplexe Arsenverbindung zukommende Wirkung 
ist nicht erwiesen. Die Wirkung ist sicherlich in dem beim 


‘) C. Binz und Schulz, Arch. exp. Path. u. Pharm., Bd. 11, S. 200, 
1879. —H. Schulz, Ebenda, Bd. 13, S. 256, 1881. — C. Binz u. H. Schulz, 
Ebenda, Bd. 14, S. 345, 1881. — H. Schulz, C. Binz, Ebenda, Bd. 38, 
S. 259, 1897. — C. Binz und C. Laar, Ebenda, Bd. 41, S. 179, 1899. 

*) M. Verworn, Narkose, Jena 1912. 
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Abbau restierenden Faktor As,O, <- As,O, zu suchen. Die 
von H. H. Meyer und Gottlieb fiir das ionisierte Arsen auf- 
geworfene und offen gelassene Frage, «ob die Wirkung des 
Arsens auf katalytischer Hemmung Jebenswichtiger Prozesse 
beruht oder auf chemischer Bindung irgend eines fiir das Zell- 
leben notwendigen Minimumstoffes des Protoplasmas durch das 
Arsen», modchten wir im ersteren Sinne beantworten. Die 
katalytische Hemmung von allgemeinen Lebensvorgiingen mit 
ausgesprochener Verschiebung nach der oxydativen Seite hin 
bedingt die weitere Vorstellung, daB hierdurch den Trypano- 
somen und Spirillen die Existenzbedingungen entzogen werden. 
Beweisen lift sich das natiirlich erst bei genauerer Kenntnis 
der Physiologie dieser Parasiten. 

Ob der oxydative Abbau von Arsenokérpern zu Arsin- 
sduren tiber die Arsenoxydstufe verliuft und hier gewisser- 
mafen einen Moment Halt macht, ist zwar nicht bewiesen, 
aber nicht unwahrscheinlich, da diese Form in noch grOferer 
Verdiinnung wie As,O, Lebewesen in vitro abtotet, was man 
zum Teil einmal ihrem auf Grund geiinderter Loslichkeits- 
verhiltnisse stirker gewordenen Eindringungsvermégen in den 
Protoplasmaleib zuschreiben kann, zum Teil aber auch wohl 
der mindestens ebenso grofen Reaktionsfihigkeit beztiglich 
Sauerstofftibertragung, wie bei der arsenigen Saure, zuschreiben 
muf. Versuche an einzelnen, gewissermafen isolierten Lebens- 
vorgingen sind bereits angestellt. Nach Experimenten von 
Onaka') aus der medizinischen Klinik in Heidelberg an Ery- 
throcyten steht die oxydationshemmende Wirkung des Arseniks 
der der Blauséure kaum nach, und wahrend Atoxy! und Arseno- 
phenylglycin in bestimmter Konzentration keinen hemmenden 
Einflu8 auf die Atmung der Erythrocyten ausiiben, hemmt das 
Amidophenolarsenoxyd in gréferer Verdiinnung stark. San- 
tesson®) studierie den Kinflu8 von Arsenikalien auf Muskel- 
katalase und fand, dafi bei geeigneter Konzentration der be- 
nutzten Lésungen eine Hemmung der Enzymwirkung beim 
Salvarsan nur bei dessen «schneller und massenhafter, sozu- 





') M. Onaka, Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 433, 1910/11. 
*) C.G. Santesson, Skandinav. Arch. f. Physiol., Bd. 32, S. 405, 1915. 
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sagen groben Zersetzung» erfolgte, beim Atoxyl fast gar keine 
Wirkung eintrat, wohl aber beim ionisierten Arsen. 

Kine Hemmung der Oxydationsvorgiinge im Organismus 
stellt auch das Auftreten der besonders beim Kalbe nach 
Arsenobenzoesauredarreichung auftretenden freien Saéuren dar, 
wie solche als Zwischenprodukte bei Hemmung der Oxydation 
im Stoffwechsel 6fter beobachtet sind.!) Das Auftreten der 
Benzoesiure ist ganz allgemein als Zeichen des _ gestérten 
Paarungsvorgangs zu hauptsiéchlich Hippursiure aufgefaBt. Bis 
zu einem gewissen Grade wird diese Storung in der ja auch 
anatomisch nachweisbaren Lision des die Synthese bewirkenden 
Gewebes zu suchen sein, zum anderen Teil in chemischen Vor- 
giingen. Der altbekannten Tatsache gema&f entsteht Benzoe- 
siiure im TierkOrper durch Reduktion aus der Chinasiiure der 
Pflanzennahrung. Bei einseitiger Betonung der Reduktions- 
vorginge mit Hintanhaltung der Oxydationen wird der Korper 
derart mit Benzoeséiure tiberschwemmt, dab sie zum grodften 
Teil unverandert eliminiert wird. Auch ist hier auf die von 
Schmiedeberg?) aufgefundene Tatsache zu verweisen, dah 
in vielen Fallen Oxydation und Paarung Hand in Hand gehen, 
und dal, wo die eine unterbleibt, auch die andere nicht statt- 
findet. -- Ob nun das Auftreten der freien Glukuronsdure ein 
Analogon zur Benzoesaéureausscheidung ist, mui in diesem 
Falle noch dahingestellt bleiben. Sicher ist, daB auch sie hier 
das Produkt einer unvollkommenen Oxydation darstellt. 

Es bleibt tibrig zu eroértern, warum von den aromatischen 
Arsenokorpern die Oxyamidoverbindung weniger giftig und vor 
allem «eutherapeutischer» ist, als etwa das Amidoarsenobenzol 
oder das Oxyarsenobenzol. Es ist schon darauf hingewiesen, 
dafi von den rein aromatischen Komponenten der Arsenver- 
bindungen an und fiir sich schon die Amidophenole und unter 
diesen das o-Amidophenol am meisten, ungiftiger sind als 
Phenol oder Anilin. Wie im vorangehenden weiter festgestellt, 
wirkt der gleichzeitige Eintritt einer sauren und einer basischen 


') H. Bechhold, Die Kolloide in Biologie und Medizin,‘ Dresden 


1912, S. 351. 
*) O. Schmiedeberg, Arch. exp. Path. u. Pharm., Bd. 14. 1881- 
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Gruppe ganz allgemein entgiftend. Ehrlich will bekanntlich 
mittels des Orthoamidophenolozeptors den Parasiten das Arsen 
aufzwingen und sie wie mit einer Beifzange hierdurch von 
zwei Seiten angreifen. Diese, zwar sehr bildliche, unserem 
biochemischen Denken jedoch fremde Vorstellung, die auf eine 
grOfbere Haftfestigkeit der Substanz am Protoplasma_hinaus- 
laiuft, muf nach dem Verhalten der Substanzen im Organismus 
doch wohl modifiziert werden. Gerade das Umgekehrte scheint 
der Fall zu sein: die Gegenwart eines gleichzeitig sauren und 
basischen Radikals in den Arsenikalien diirfte ihre feste che- 
mische Bindung mit\dem ebenfalls gleichzeitig sauren und 
basischen Protoplasma wenn auch nicht vollig verhindern, so 
doch hintanhalten oder wenigstens zu einer auferordentlich 
lockeren gestalten. Denn diese Radikale werden ja im Orga- 
nismus nicht tiefgreifend abgebaut, sondern erscheinen durch 
Acetylierung und Sulfurierung vor weiteren Eingriffen geschiitzt 
zum groften Teil im Harn. 

Eine andere Korperklasse, deren Verankerungsfihigkeit 
am augenfilligsten erscheint, bilden die Farbstoffe. Beraubt 
man in ihnen, worauf O. N. Witt hinweist, eine Amidogruppe 
ihrer Basizitaét, oder in einem anderen Falle eine negative, 
etwa Hydroxylgruppe, ihrer sauren Eigenschaften, so héren sie 
auf Farbstoffe zu sein, d.h. sie verlieren ihre Verankerungs- 
fahigkeit mit der Faser.') 

Weiter wird von Ehrlich angegeben, dafi von den vier 
moglichen, und auch dargestellten Isomeren des Arseno-di-o- 


Amidophenols : 
As =.... AS =... As =.... AS ==... 
ef / NH, /NOH en 
\ NH, \_/0H \ NH, \ Ou 
OH NH, 


nur das erste mit der zum Arsenrest in para-Stellung befind- 

lichen OH-Gruppe das eutherapeutische Maximum zeigt, wahrend 

die anderen Derivate dem Salvarsan an Wirksamkeit erheblich 

nachstehen. Diese empirische Tatsache findet vielleicht in den 

verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften der iso- 

meren Verbindungen iiberhaupt, insbesondere ihren Léslich- 
1) Nach S. Frankel, Arzneimittelsynthese, Berlin 1912, S. 148. 
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keitsverhiiltnissen, ihren Grund. Ahnliches kann von der 
Komplexform, in der das Arsen hier vorliegt, gelten. Wir 
nehmen mit H. H. Meyer und Gottlieb an, daf die Komplex- 
form des Arsens eine ganz andere Verteilung des Stoffes im - 
Organismus ermdoglicht, die sich dadurch auf den ersten Blick 
als eine andere Wirkung darstellt, so daB wir jetzt Anderung 
der Funktion von Organen beobachten, wohin sonst in anor- 
ganischer Form eingebrachtes Arsen gar nicht, oder nur unter 
besonderen Umstiinden gelangt. Da nun ein Teil der Arseno- 
verbindungen im Gegensatz zu den Arsinsauren, bei denen 
die Arsenkomponente binnen kurzem quantitativ ausgeschieden 
wird,') sehr lange im Organismus verbleibt, vielleicht in kol- 
loider Adsorptionsform, «so werden jetzt langsam, aber kon- 
tinuierlich therapeutisch wirksame, aber in den meisten Fallen 
unschiidliche Mengen arseniger Saure abgespalten. ‘So haben 
wir es hier mit einer Selbstregulierung der Stiirke der Wirkung 
letzterer zu tun, die durch ihre direkte Anwendung nicht er- 
reicht werden kann. »?) 

Die oxydationshemmende Wirkung des Arsens ist auch 
dem Chemiker im Laboratorium lingst bekannt. Die durch 
metallisches Platin enorm gefdrderte Verbrennung organischer 
Koérper wird durch die Gegenwart von Arsen zunicht gemacht, 
der katalytisch-oxydierende EinfluB des Platins wird vollig auf- 


gehoben und das Platin selbst dabei — um einen Labora- 
toriumsausdruck zu gebrauchen — «vergiftet». Sollte sich 


dieser Antagonismus zwischen Platin und Arsen nicht auch 
bei Substanzen der Platingruppe therapeutisch ausnutzen lassen, 
etwa bei Stoffwechselkrankheiten, wo es sich darum handelt, 
die Oxydationsvorgiange im Korper zu erhdhen? Zu Versuchen 
mit derartigen Stoffen mit einer Verteilungsméglichkeit wie bei 
organischen Arsenikalien miifite uns die organische Chemie 
durch Darstellung solcher Verbindungen erst in die Lage 
versetzen. 


') Ph. Fischer und J. Hoppe, Miinchn. med. Wochenschr. 1909, 
S. 1409; G. Lockmann. 
*) O. Schmiedeberg, Grundrifi d. Pharmakologie. 








Uber die Giftigkeit, die sensibilisierende Wirkung und das 
spektroskopische Verhalten der natirlichen Porphyrine. 
Abbau des Urinporphyrins zum Kotporphyrin. 


Von 


Hans Fischer. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Marz 1916.) 


Vor einiger Zeit gelang mir!) die Reindarstellung der 
Porphyrine aus Urin und Kot eines an Porphyrinurie Leidenden, 
worauf ich ihre analytische Zusammensetzung feststellte. 


Das Urinporphyrin entspricht der Formel C,,H,,N,0,,, 
die des Kotporphyrins ist C,,H,,N,Ox. 

Beide Korper unterscheiden sich durch die Anzahl der 
in ihnen vorhandenen Carboxylgruppen; wiihrend das Urin- 
porphyrin sieben besitzt, kommen dem Kotporphyrin nur drei 
zu. Zieht man von beiden KoOrpern die Carboxylgruppen ab, 
so gelangt man zu einer gemeinsamen Stammsubstanz, die 
noch zwei Sauerstoffatome enthilt. Schon hiernach war es 
sehr wahrscheinlich, dafi ein enger Zusammenhang zwischen 
Urin- und Kotporphyrin bestiinde. Es ist mir nun gelungen, 
den exakten Beweis fiir die Verwandtschaft der beiden Kérper 
zu erbringen dadurch, daf dem Urinporphyrin 4 Carboxyl- 
gruppen entzogen werden konnten. Man erhalt dann das Kot- 
porphyrin, womit der Zusammenhang der beiden natiirlichen 
Porphyrine bewiesen ist. 

In der II. Mitteilung iiber die Porphyrine habe ich die 
Griinde angefiihrt, warum das Kotporphyrin das im Organismus 
primar entstehende Produkt ist, das dann sekundar durch 
Carboxylierung in das Urinporphyrin tibergefiihrt wird. Es 





1) Diese Zeitschr., Bd. 95, S. 34 und Bd. 96, S. 148. 
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handelt sich hierbei um die Durchfiihrung einer Synthese, wie 
sie bis jetzt im Organismus noch nicht beobachtet worden ist. 
Die einwandfreie Feststellung der Eintrittsstellen der Carboxyl- 
gruppen in die Porphyrinmolekile ist wichtig und ich werde 
nach Ermittelung dieser auf die fiir den intermediéren Stoff- 
wechsel sich ergebenden SchluBbfolgerungen und Fragestellungen 
naher eingehen. 

Es liegt nun nahe, diese Carboxylierung als einen Ver- 
such des Organismus zu deuten, eine Entgiftung und bessere 
Ausscheidungsmoglichkeit zu erzielen. 

Daf beide Kigenschaften durch den Eintritt von Carboxyl- 
gruppen bewirkt werden, ist eine pharmakologisch, bezw. 


chemisch feststehende Tatsache. So ist das Pyrrol 
HC—— CH 


nach Ginzberg giftig, wiihrend die Pyrrol-a-Carbonsiure 
~~ 


I 
HC. CCOOH 


NH 
fast ungiftig ist. Der gleiche Gegensatz besteht zwischen 
Phenol (I) und Salicylsiure (Il). 


(OH (OH 
HC? “CH 7 oon 
| Tf | u | 
HC. CH CCH 
CH CH 


und liefen sich diese Beispiele beliebig vermehren. 

Auch beim Urinporphyrin ist durch den Eintritt der Car- 
boxylgruppe eine Entgiftung in weitgehendem Maf8e erfolgt, 
das Kotporphyrin ist zweimal so giftig wie das Urinporphyrin, 
aber weniger giftig als Hiimatoporphyrin. Auch hier geht ent- 
sprechend dem Meyer-Overtonschen Gesetz die Wirkung 
parallel der Léslichkeit in Ather, denn das Urinporphyrin ist 
im Gegensatz zu Kotporphyrin in Ather unlislich. 

Diese Giftigkeitsfeststellung wurde bei Mausen, Durch- 
schnittsgewicht 15 g, vorgenommen und gilt nur fiir den Auf- 
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enthalt der Tiere im Dunkeln. Bei der Belichtung stellt sich 
interessanterweise gerade das Gegenteil heraus. Im Lichte ist 
das Urinporphyrin fiir wei%e Mause viel giftiger wie das Kot- 
porphyrin (naheres im experimentellen Teil) und scheint als 
Sensibilisator fiir die weife Maus nicht viel hinter Hiimatopor- 
phyrin zuriickzustehen. Auffallend ist die starke Rétung der 
Schwanze, Ohren und Schnauzen der Urinporphyrintiere — bei 
den Kotporphyrintieren ist die Erscheinung weniger stark aus- 
gepriigt — bei Belichtung, wahrend im Dunkeln bei geringer 
Dosierung diese Erscheinung nicht auftritt. 

Bei grofen Dosen von Urinporphyrin beobachtet man 
bei weifien Miusen auch im Dunkeln allgemeine Roétung der 
gesamten Korperoberfliche, die besonders sich an den unbe- 
haarten Partien, den Ohren, Schwiinzen und Schnauzen, be- 
merkbar macht und am stiarksten das knorplige Geriist der 
Ohren befallt. Es kann sich hier nicht allein um eine Hyperamie 
handeln, denn auch nach dem Tode der Tiere bleibt diese 
Rétung bestehen, vielmehr besitzt der Farbstoff offenbar eine 
besondere Affinitaét zu diesen Geweben, wie sie auch bei anderen 
Farbstoffen vorkommt, und am bekanntesten bei den soge- 
nannten «Eosinschweinen» beobachtet ist. Besonders bemerkens- 
wert ist die Ablagerung des Farbstoffes in den Ohrknorpeln, 
denn auch bei meinem Porphyrinpatienten sind die Knochen 
eine Ablagerungsstitte fiir den Farbstoff, wie Giinther zuerst 
gefunden hat und ich bestiétigen kann. 

Hervorzuheben ist, dafh auch bei den Porphyrinpatienten 
am stirksten Ohren, Nase und Finger in Bezug auf Licht- 
krankheit betroffen sind, die Stellen, an denen die Knochen 
relativ am oberflachlichsten liegen. 

Beide Porphyrine wirken, wie ausgeftihrt, stark sensibili- 
sierend auf weilie Mause, wahrend v. Kemnitz und ich friiher 
gefunden hatten, dafi Paramacien von Urin- und Kotporphyrin 
im Licht nicht beeinflubt werden. Hamatoporphyrin und be- 
sonders Mesoporphyrin lésen hingegen intensive Wirkung!) aus. 





1) W. Hausmann, Uber die sensibilisierende Wirkung der Por- 
phyrine. Biochem. Zeitschr., Bd. 67, S. 310. Vgl. auch Fischer und 
Kemnitz, Diese Zeitschr,, Bd. 96, 5. 309. 
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Dieser Befund ist sehr auffallend; ich untersuchte daher auch 
rote Blutkérperchen auf ihr Verhalten gegen die natiirlichen 
Porphyrine und konnte ebenfalls keine Einwirkung konstatieren. 
Sowohl Blutkérperchen des Patienten selbst als auch Rinder- 
blutkérperchen wurden verwandt, da immerhin die Méglichkeit 
gegeben war, daf die Blutkérperchen des Patienten eine erhdhte 
Resistenz gegen die Einwirkung dieser Stoffe erlangt hatten. 

Nach der Feststellung, da die natiirlichen Porphyrine im 
Licht und im Dunkeln Tiere krank machen konnen, steht der 
Erklirung der Entstehung dér Krankheitssymtome bei der Por- 
phyrinurie durch die Farbstoffe nichts mehr im Wege, wiihrend 
es bisher nicht ausgeschlossen war, daf die bei Patienten durch 
Magnus Moller,!) Ehrmann,?) Linser*) und Giinther*) 
auch experimentell nachgewiesene Lichtempfindlichkeit nicht 
etwa durch andere Ursachen bedingt sei. Diese Méglichkeit 
war umsomehr vorhanden, als Fille von Porphyrinurie be- 
schrieben worden sind, die nicht auf Licht reagieren, und Licht- 
krankheiten vorkommen, die bestimmt nicht durch Porphyrine 
hervorgerufen werden. 

Gelegentlich der Untersuchung der Giftwirkung von Urin 
und Kotporphyrin fand ich auch, dafi Mesoporphyrin viel un- 
giftiger ist wie Hamatoporphyrin und was das interessanteste 
ist, daf Mesoporphyrin im Urin und Kot héchstens in Spuren 
erscheint, bei Dosen, die bei Himatoporphyrin jedesmal ein 
Erscheinen des Farbstoffes in den Exkrementen bedingen. 
Dies ist sehr auffallend — der Gedanke, dai Mesoporphyrin 
im Organismus umgesetzt wird, liegt nahe — und ich gedenke 
diese Beobachtung weiter zu verfolgen. 

Endlich teile ich die spektroskopischen Werte der natiir- 
lichen Porphyrine und ihrer Ester mit. Zur besseren Ubersicht 
fiihre ich auch die mit Hamatoporphyrin und Mesoporphyrin 
unter den gleichen Bedingungen vorgenommenen Messungen an. 


') Der EinfluB des Lichtes auf die Haut. Stuttgart 1900. 

*) Archiv fiir Dermatol. und Syphilis, 1909. 

°) Ibid, 1906. 

*) Dtsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 108. 

°) Rodelius und Schumm, Zeitschr. f. urologische Chirurgie, 
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Hiernach kann es keinem Zweifel unterliegen, dai man Urin- 
porphyrin, wie Kotporphyrin leicht von Himatoporphyrin unter- 
scheiden kann. 

Ich beniitzte zu den Messungen das einfache Spektroskop 
von Steinheil, ein relativ empfindliches Instrument, das mir 
Herr Prof. Friedrich von Miller in liebenswiirdiger Weise 
zur Verfiigung stellte. Es erscheint mir nicht wahrscheinlich, 
da mit noch schirferen Instrumenten genauere Werte erzielt 
wurden, da es sich bei diesen Farbstoffen um Messungen von 
Bandern mit mehr oder weniger verwaschenen Begrenzungen 
handelt. Auffallend ist die alkalische Spektralerscheinung des 
Kotporphyrins. Abgesehen davon, daf sie ein Band weniger 
zeigt wie das Urinporphyrin, verschwindet der erste und letzte 
Streifen bei geringerer Konzentration vollstiindig. Entweder 
ist dies durch die Lichtuneehtheit des Farbstoffes bedingt oder 
aber wird Kalium komplex aufgenommen, eine Erscheinung, die 
Willstatter bei Chlorophyllderivaten schon beobachtet hat. 


Entgegnung an Herrn Schumm. 


Diese Zeitschrift, Bd. 96, S. 1883—195 schreibtO. Schumm, 
daf er sich meinen Zweifeln an der Identitét von Harnporphyrin 
mit Hiimatoporphyrin angeschlossen habe und kommt zu dem 
SchluB $.191: Fischers Ausspruch «<spektroskopisch stellte 
Giinther die absolute Ubereinstimmung des im Urin enthaltenen 
Porphyrins mit Himatoporphyrin fest und neuerdings wiederum 
O. Schumm in Hamburg» ist demnach streng genommen nicht 
richtig und wohl auf ein Mifiversténdnis zuriickzufiihren. 

Ich darf wohl einige Stellen aus den Arbeiten Schumms 
zitieren, die dartun, dali das «MiBverstiandnis» jedenfalls nicht 
meine Schuld ist. Zunichst zwei Zitate aus der «Festschrift 
dem Eppendorfer Krankenhause zur Feier seines 2djiihrigen 
Bestehens gewidmet», der Schumm seine Zitate entnommen 
hat, die beweisen sollen, daB er in keinem Falle angegeben 
habe, daB die fiir das «Hiimatoporphyrin» des Urins gefundenen 
Zahlen mit denen fiir Hamatoporphyrin Nencki vollig iiberein- 
stimmten, stets sei eine einschriinkende Ausdrucksform gewiihlt, 


wie «am besten», <ungefihr». 
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Ich habe diese Einschriéinkungen als eine Captatio bene- 
volentiae mir gegeniiber aufgefabt, da die aus der angezogenen 
Arbeit von Schumm angefiihrten Zitate 5.191 eingeleitet 
werden: «Immerhin besteht der von H. Fischer und Meyer- 
Betz erhobene Einwand in gewissem Umfange zurecht: «In ~ 
einer Anzahl von Fillen geniigen die Angaben der 
Untersucher nimlich nicht, um zu beweisen, dafi Ha- 
matoporphyrin und nicht etwa Mesoporphyrin oder 
ein anderes Porphyrin vorgelegen habe.» (Auch im Ori- 
ginal gesperrt gedruckt.) Es folgen dann die von Schumm 
angefiihrten Zitate, die, wieder im Sperrdruck, abgeschlossen 
werden mit den Worten «ob bei den sonst noch beschriebenen 
Fallen sogenannter Himatoporphyrinurie die Auffassung des 
Harnfarbstoffs als Himatoporphyrin stets berechtigt war, mége 
einstweilen dahingestellt bleiben». 

Nun zu den von Schumm angefiihrten Messungsresul- 
taten S. 189 und 191: Hierzu méchte ich bemerken, daf diese 
allerdings verschieden von Hiimatoporphyrin sind. Jedoch ver- 
gleicht Schumm dort den Harn ohne Zusatz und die ammonia- 
kalische Lésung von Urinporphyrinpriéparaten mit Hamato- 
porphyrin in Sodalésung. Dies ist aber nicht wohl angingig, 
da ja gerade bei diesen Farbstoffen schon lange bekannt ist, 
daf} Reaktionsunterschiede wie die oben angefiihrten solche 
Differenzen wie die der Schummschen Messungen bei den Spek- 
tralerscheinungen bedingen. Ich habe daher diese Angaben nicht 
beachtet und nur die unter ahnlichen Bedingungen ausgefiihrten 
beriicksichtigt, naémlich die in 25°/oiger Salzséure. Die Haupt- 
streifen des Urinporphyrins sind nach Schumm: I 596, II 553. 
Haimatoporphyrin: I 595, 3, II 552 (okulare Messungen). 

Hierbei war noch nicht einmal die Farbstoffkonzentration 
bekannt. Auf Grund meiner eigenen spektroskopischen Er- 
fahrungen, sowie den Zahlen anderer Autoren, z.B. Willstatters, 
liegen solche Differenzen (1 uu) innerhalb der Fehlergrenzen; 
ich halte daher meinen Ausspruch, daf O. Schumm die ab- 
solute Ubereinstimmung des im Urin enthaltenen Porphyrins 
mit Himatoporphyrin festgestellt habe, fiir berechtigt, um so 
mehr als der Autor selbst in der Originalmitteilung tiber den 
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oben erwihnten «sauren spektroskopischen Befund» schreibt, 
Zeitschr. f. urologische Chirurgie, Bd. III, 5. 121: «Die Lésung 
der Kalifallung in 25°/oiger Salzsiéiure war rein violett und gab 
in ausgezeichneter Schiirfe und Reinheit das vollstandige «saure 
Hamatoporphyrinspektrum». (Im sichtbaren Spektrum 5 Streifen 
1 und 3 am stirksten, 2 schwécher, 4 und 5 am schwiichsten, 
wie beim Haématoporphyrin Nencki.) Der erste Hauptstreifen 
lag auf 596, der zweite Hauptstreifen auf 553. 


Experimenteller Teil. 


Abspaltung von 4 Carboxylgruppen aus Urinporphyrin. 
Uberftihrung von Urinporphyrin in Kotporphyrin. 

Es ist bemerkenswert, wie fest die Carboxylgruppen im 
Urinporphyrin gebunden sind. Nach zahllosen fehlgeschlagenen 
Versuchen wurde zunichst nach 4stiindigem Erhitzen mit 
Kaliummethylat auf 200° eine teilweise Absprengung von Carb- 
oxylgruppen erzielt. Ein durchgreifender Erfolg wurde aber erst 
bei Behandlung mit Jodwasserstoff-Essigsaure erreicht, hier ge- 
lang die Uberfiihrung des Urinporphyrins in das Kotporphyrin. 


Abbau mit Kaliummethylat. 


2 g Urinporphyrinmethylester wurden in 100 ccm Pyridin 
gelést, 50 ccm 20°/oiges Kaliummethylat zugegeben und im 
Autoklaven in einem versilberten Kupferbecher 4 Stunden lang 
auf 200° erhitzt. Der Druck stieg nicht iiber 20 Atmosphiren. 
(Den Kunstgriff des Pyridinzusatzes hat schon Willstatter 
beim Abbau von Chlorophyll und Haémin angewandt.) 

Nach dem ydlligen Erkalten des Autoklaven war kein 
Druck mehr vorhanden. Im Silberbecher befand sich eine tief- 
rote Fliissigkeit, in der harzige Abscheidungen vorhanden waren. 

Diese listen sich leicht in Wasser. Der gesamte Inhalt 
wurde nun mit Dampf destilliert, bis das Pyridin verschwunden 
war. Der Riickstand wurde mit 200 ccm Eisessig angesiiuert, 
wobei ein flockiger, braunroter Niederschlag ausfiel. 

Ohne Riicksicht hierauf wurde 4 mal ausgeiithert. Ather- 
extrakt ist tiefrot und fluoresciert stark. Im Vakuum wurde 
eingedampft, zuletzt im siedenden Wasserbad erhitzt, um den 








116 Hans Fischer, 


Essig zu entfernen, und dann der Riickstand in tiblicher Weise 
in den Ester iibergefthrt. 

Umkrystallisiert wurde aus Chloroformmethylalkohol. Die 
Krystallisation war nicht einheitlich, Nadeln, dazwischen aber 
Wetzsteine und derbe Prismen. F. P. 250—260°. 

Analyse: 4,245 mg Substanz: 0,263 ccm N, 15° u. 711 mm Hg = 6,87°/o N. 

Mutterlauge gibt 2. Krystallisation, hauptsachlich Prismen 
und Wetzsteine. F. P. 250—258°. 

Analyse: 4,053 mg Substanz: 0,247 ccm N, 16° u. 707 mm Hg = 6,70°/o N. 

Ausbeute nur 0,15 g. Es kann keinem Zweifel unterliegen, 
dafi ein partieller Abbau des bei 293° schmelzenden Urinpor- 
phyrins erfolgt ist, aber der N-Gehalt weist gegeniiber dem 
Kotporphyrin noch immer ein Defizit von tiber 1°/o auf. 

Aus der ausgeiitherten Fliissigkeit wurde der Niederschlag 
abgesaugt und verestert. Es gibt nur Urinporphyrinester. F. P. 
289°, N = 6,07°/». Beim langeren Stehen scheidet die saure 
Mutterlauge immer wieder neue Niederschlaége ab (krystalli- 
siert in radiiir gestreiften Kugeln), die nach der Veresterung 
als nahezu reiner Urinporphyrinester erkannt wurden. 

I. F.P. 288°, N = 614. IL F.P. 288°, N = 6,10. 


Partieller Abbau des Urinporphyrins mit Jodwasser- 
stoff-Essigsaéure. 


2 g Urinporphyrinmethylester wurden in 90 ccm Eisessig 
heif gelist, 12 ccm konzentrierte Jodwasserstoffsiure und 3 g 
roter Phosphor zugegeben. Zu der kochenden Mischung fiigt 
man 18 ccm Wasser. 

Nach einstiindigem Kochen am RiickfluBkihler wird die 
heife Fliissigkeit mit 18 ccm Wasser verdiinnt, abgekiihlt und 
jetzt der Phosphor abgesaugt. Durch Zusatz von Wasser und 
30 ccm 33°/oiger Natronlauge fallt aus der tiefroten Lésung 
ein violetter, voluminéser Niederschlag aus, der abgesaugt und 
gewaschen wird. 

Der Niederschlag wird in den Ester tibergefiihrt. Aus- 
beute 0,1515 g. F.P. 285°, N = 6,26, im wesentlichen also 
unverinderter Urinporphyrinester. 








ical 
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Das Filtrat des Niederschlages wird 5mal ausgeithert 
und in tblicher Weise in den Ester verwandelt. 

Krystallisation sieht aus wie Kotporphyrinester. F. P. 250 
bis 252°. Ausbeute: 0,037 g. 

Analyse: 4,592 mg Substanz: 0,350 ccm N bei 22° und 715 mm Hg 
C,9H,,N,O, (694,38). Berechnet: N = 8,07 
Gefunden: N = 8,29. 

Der Urinporphyrinmethylester schmilzt bei 293° und hat 
6,05°/o N, es kann also keinem Zweifel unterliegen, daB Kot- 
porphyrinester vorliegt. Zur weiteren Sicherung des Befundes 
wurde der Rest ins komplexe Kupfersalz tibergefiihrt, das bei 
283° schmolz wie das des Kotporphyrins und in allen Eigen- 
schaften mit diesem tibereinstimmte. Auch die Analyse stimmt 
hierzu. 

5,010 mg Substanz: 0,334 ccm N bei 17° und 722 mm Hg 

C,,H,.N,O,Cu. Berechnet: N = 7,41 
Gefunden: N = 7,45. 

Die oben erwihnte ausgeitherte Fliissigkeit schied beim 
lingeren Stehen innerhalb einiger Tage weitere Niederschliige 
ab, die wieder auf Ester verarbeitet wurden. Nach Schmelz- 
punkt (bei 277°) und Analysen (6,660°/o N, 6,88°%/o N) Ge- 
mische von Urin- und Kotester oder aber Zwischenprodukte. 

Bei einem zweiten Versuche wurde 1 g Urinporphyrin- 
ester drei Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht. Hierbei 
war zum grofen Teil Aufspaltung eingetreten, es konnten nur 
9 mg reiner, krystallisierter Kotester gewonnen werden. F. P. 250 
bis 251°. 

3,256 mg Substanz: 0,244 ccm N bei 22° und 712 mg Hg 

Berechnet: N = 8,07 Gefunden: N = 8,12. 
Uber die Verarbeitung der Mutterlaugen wird demniichst 


berichtet. 


Versuche, die die Lichtgiftigkeit der natiirlichen 
Porphyrine beweisen. 


A. 19. XI. 15. 4 Tierversuche. Bestrahlung bei wechselnder 
Bewolkung von 12—2h. 

a) 2 weife Mause erhalten je 0,01 g Urinporphyrin, ge- 
lost in 1 cem ®/10-Lauge, subcutan eingespritzt. 2" tot. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 9 
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b) Analoger Versuch mit 2 Kotporphyrinmausen unter 
gleichen Bedingungen. Mause bleiben am Leben. 

20. XI. Es entwickelt sich das Bild der chronischen Licht- 
erkrankung. Beginnendes Absterben der Ohren, diese werden 
wie «Pergamentpapier>. 

22. XI. Ohren nekrotisch, beginnender Haarausfall, be- 
sonders an den Augenlidern und im Nacken. 

1. XII. AbstoBung eines pfenniggrofen Fellstiickes bei 
einem Tier. Eine Abbildung findet sich in der Miinchener med. 
Wochenschrift. 1916 S. 377. 

Ergebnis: a) Giftigkeit von 0,01 g Urinporphyrin fir 
weife Méuse, unentschieden ob durch Licht oder an sich giftig. 
b) 2 Mause werden durch je 0,01 Kotporphyrin schwer lichtkrank. 

B. 26. XI. 15. 6 Tierversuche. 

a) 4 Mause erhalten je 0,01 g Urinporphyrin wie oben 
eingespritzt. Diffuses Licht. Alle Tiere sind gesund. 

27. X1.15. Bestrahlung von 10—10*/4 bei méBigem Sonnen- 
schein. Maus I 11 Uhr tot. II und III im Laufe des Nachmittags. 
IV bleibt gesund und wird am 1. XII. getotet. 

b) 2 Miuse erhalten je 0,01 g Kotporphyrin unter den 
gleichen Bedingungen. Auch Bestrahlung in gleicher Weise. 
Keinerlei Einwirkung. T6tung am 1. XII. 

Ergebnis: a) 0,01 g Urinporphyrin sind im diffusen Licht 
fiir weibe Miéuse nicht giftig, Nach 24 Stunden erfolgt in 
3 Fallen bei Belichtung der Tod, wahrend auf ein Tier keine 
Einwirkung mehr stattfindet. b) Miflungene Sensibilisierung 
mit 0,01 g Kotporphyrin in 2 Fallen. 

C. 29. XI. 5 Tierversuche. 

a) 3 Urinporphyrinmiuse, I und II je 0,01 g. III. 0,007 g. 

1/2 Stunde im Sonnenlicht. Alsbald tiefrote Farbung der 
K6érperoberflachen von I und IJ, besonders der Ohren und 
Schwiénze, wihrend bei III diese Erscheinung weniger aus- 
geprigt ist. Alle Mause bleiben am Leben. 

30. XI. I tot. II Schwellung der Augenlider, Ohren und 
Schwanz noch rot, abends tot. III normal bis 3. XII. Jetzt 
Einspritzung von 0,01 g Urinporphyrin, 4 nachmittags an einem 
sehr triiben Wintertag. Blaurote Ohren, Schwanz ebenso. Tier 
macht einen kranken Eindruck. 
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4. XII. Rétung der Ohren und des Schwanzes verschwunden. 
Von 10—12 Uhr bei wechselnder Bewoélkung bestrahlt. Keine 
Einwirkung. 

5. O. B. 6. XII. tot. Todesursache unbekannt. 

b) 2 Kotporphyrinmause mit je 0,01 g. 4stiindige Be- 
strahlung bei wechselnder Bew6lkung. Schwache Sensibilisierung 
bei I, bestehend in Conjunctivitis, II 0. B. Am 4. XII. ist I 
wieder hergestellt, am 5. XII. beide Mause getitet. 

Ergebnis: a) Bei 0,01 g Urinporphyrin wird Rétung der 
Ohren und Schwinze beobachtet (ist zweifellos auch friiher 
dagewesen, aber nicht aufgefallen). 

2 Tiere werden durch bezw. infolge von Belichtung ge- 
totet, bei einem 3. Tiere keine Einwirkung. (Bestatigung von B.) 

b) 0,01 g Kotporphyrin sensibilisiert in einem Fall, in 
einem zweiten nicht. 

D. 4, XII. 15. 6 Tierversuche. 

a) 4 Mause erhalten je 0,01 g Urinporphyrin subcutan. 
Bei wechselnder, starker Bewélkung von 10°°—1» bestrahlt. 
Beleuchtungsverhaltnisse fiir Entstehung chronischer Lichter- 
krankung sehr giinstig. 20 Minuten nach der Injektion alle 4 
R6étung der Ohren, Schnauzen, Schwanze. 

15 alle 4 Miuse tot. 

b) 2 Kotporphyrinmause mit 0,01 g. Keine Sensibilisie- 
rung. Am 8. beide getotet. 

Ergebnis: a) 0,01 g Urinporphyrin tétet im Licht in 
4 Fallen, b) 0,01 g Kotporphyrin in 2 Fallen keine Einwirkung. 

E. 6. XII. 15. 4 Tierversuche. 

4 Mause erhalten gleichzeitig 0,01 g Urinporphyrin. 2 in 
die Sonne, 125° 2 in die Dunkelkammer. Schon um 1? grofer 
Unterschied. Nur die Lichttiere haben rote Ohren und Schwinze, 
Dunkelkontrollen vollig normal. 

15° Maus I tot, II folgt 21°. Dunkelkontrollen véllig normal. 
Diese 2°° in diffuses Licht, um eventuelle chronische Licht- 
krankheit zu erzielen. 20 Minuten spiéter intensive Rotung der 
Ohren und Schwinze, die bis 6 Uhr anhalt, dann erst erfolgt 
Abblassung. 

7. XII. Keine Rétung der Ohren im diffusen Licht, wohl 

G* 
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aber bei 1'/2stiindiger Bestrahlung in der Sonne. Die Rot- 
firbung ist bedingt durch Hyperdmie. 

10. XII. Eine Maus tot. Todesursache unbekannt. 2. Maus 
verfallt der chronischen Lichterkrankung. 15. XII. getotet. 

Ergebnis: 0,01 g Urinporphyrin t6tet im Licht 2 weife 
Mause, in der Dunkelheit ungiftig. Bei Eingabe von 0,01 g 
Urinporphyrin tritt die R6étung der Ohren nur im Licht ein 
und ist offenbar durch Hyperiamie bedingt. Es ist zum ersten- 
mal gelungen, mit Urinporphyrin chronische Lichtkrankheit zu 
erzeugen. 

F, 7. XII. 6 Tierversuche mit je 0,01 g Kotporphyrin. 

Die 6 Tiere ab 114° in die strahlende Sonne. Nur ge- 
ringe Rotung der Ohren und Schwiinze. 12°5 ist eine der 
Miiuse I schwer krank, daher alle ins Dunkle gesetzt, um, wenn 
moglich, chronische -Lichtkrankheit zu erzeugen. 124° I und II 
tot. Ill stirbt in der Nacht. IV, V und VI erscheinen krank, 
sind aber am 8. wieder normal und bleiben es. 

Ergebnis: Von 6 Kotporphyrinmausen sind 3 durch Be- 
lichtung getétet worden, wiéhrend 3 im wesentlichen unbeein- 
fluBt geblieben sind. 

In fast simtlichen bis jetzt ausgefiihrten Versuchen traten 
Nekrosen an den Injektionsstellen auf. Es wurde daher von 
jetzt ab die Alkalimenge genau berechnet derart, dai beim 
Urinporphyrin 31/2 Carboxylgruppen und beim Kotporphyrin 
11/2 Carboxylgruppen abgestumpft wurden. 

Es traten nun keine Nekrosen mehr ein. Allgemeine 
Lésungsvorschriften: 


0,04 g Kotporphyrin. 1 ccm /10-Lauge, Wasser nach Bedarf. 

0,04 g Urinporphyrin. 1,8 ccm "/10o-Lauge, Wasser nach Bedarf. 

G. 11. XII.15. 10 Tierversuche mit Kotporphyrin mit je 
0,01 g subeutan. I—VII 2 Stunden 10—12" belichtet bei 
«diffusser» Sonne (durch Nebelschleier), 3 Tiere im Dunkeln. 
Letztere zeigen keinerlei Erscheinungen. 

Die Lichttiere zeigen schwache, aber deutliche Rotung 


der Ohren. 
[ 4h tot. II 55. Ill Conjunctivitis beiderseitig, daher iso- 
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liert. IV o.B. V 125 tot. VI Lichtschwellungen, sonst normal. 
VII o. B. 

12. XII. III tot. 

13. XII. IV, VI und VII nochmals 1/2 Stunde bestrahlt. 

VI. stirbt am Nachmittag. 

IV und VII haben am 13. beginnende Gangriin der Ohren, 
die am 15. deutlich ist. 

16. Gangriin schreitet weiter fort, 17. Ohren abgefallen. 

Ende des Monats bei Tier VII beginnende Gangrin auch des 
Schwanzes. 

Ergebnis: 0,01 g Kotporphyrin ist im Dunkeln ungiftig, 
im Licht ein starkes Gift. In vereinzelten Fiillen gelingt es, 
chronische Lichterkrankung zu erzielen. 

H. 15. XI[ 15. 6 anologe Versuche mit Kotporphyrin wie G. 
Ein Tier wird chronisch lichtkrank. 

J. 27. I. 16. 11 Tierversuche. 

Tier I—VI erhalt je 2 mg und VI—XI je 1 mg Urin- 
porphyrin subcutan. Diffuses Licht, wenig Sonnenschein am 27. 

28. I. Heller Sonnenschein. Alsbald Rotung der Ohren 
und Schwanze. 3 Stunden belichtet. 

29. Nichts Besonderes. 

30. I. Eine Reihe von Tieren sind der beginnenden Ohr- 
gangrin verdachtig. 

31. I. Maus I tot, II, II] und IV deutliche Gangriin der 
Ohren, V verdiichtig; VI o. B. Von den 51 mg-Mausen haben 
3 deutliche Gangriin der Ohren, 2 o. B. 

1. Il. Gangriin ist bei allen Tieren, auch V, weiter voran- 
geschritten und fiihrt in der nichsten Zeit teils zur AbstoBbung 
der Ohren, teils zu grofen Defekten (am 15. II. in der morpho- 
logischen Gesellschaft zu Miinchen demonstriert). 

Ergebnis: Mit 1—2 mg Urinporphyrin ist es gelungen, 
von 11 Tieren 7 zu sensibilisieren. 

Bei nochmaliger Wiederholung des Versuches an 5 Mausen 
mit je 1 mg konnte in allen Fallen Lichtkrankheit hervor- 
gerufen werden, die wieder bemerkenswerterweise am 5. Tage 
deutlich wird. Mit 3 mg Kotporphyrin konnten von 5 Mausen 
3 sensibiliert werden. 
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Versuche, die die verschiedene Dunkelgiftigkeit der 

natiirlichen Porphyrine hauptsachlich beweisen sollen 

und die relative Unschadlichkeit gegentiber Himato- 
porphyrin. 


K. 12. Il. 16. 6 Tierversuche. 

3. 2 Méause bekommen subcutan je 0,02 g Urinporphyrin, 
Kotporphyrin und je 0,015 g Héimatoporphyrin. Sofort in die 
Dunkelkammer. 4°° nachmittags. 

63°, Eine Hp.-Maus tot, die zweite in den letzten Ziigen; 
diese ist um 7* tot, die tibrigen 4 normal. 

20. Il. Die 4 Miause leben und zeigen keinerlei Krank- 
heitserscheinungen, auch nicht in der Folgezeit. 

Ergebnis: Hamatoporphyrin ist im Dunkeln viel giftiger 
wie die natiirlichen Porphyrine. 

In den weiteren Versuchen wurde nun der Giftunterschied 
zwischen den beiden natiirlichen Porphyrinen bei dquimole- 
kularen Mengen festgestellt. Mit Hamatoporphyrin wurden keine 
weiteren vergleichenden Versuche gemacht, da ich ja schon in 
der II. Mitteilung!) bei Kaninchen festgestellt hatte, daB Himato- 
porphyrin viel giftiger ist, wie die natiirlichen Porphyrine. 

L. 21.1. 2 Miausen je 0,0414 g. Urinporphyrin 10*° ein- 
gespritzt. Sofort in Dunkelkammer. Alsbald tiefrote Farbung 
des ganzen Tieres, die besonders deutlich an den weniger 
behaarten Stellen hervortritt. 115° liegt ein Tier unter Krampfen 
in den letzten Ziigen, 11® tot. Die Farbung bleibt bestehen. 
2. Maus scheint auch krank zu sein. 2%° schwer krank, gelegent- 
lich Kriimpfe. 3°° scheinbar in den letzten Ziigen, Exitus letalis 
tritt aber erst 7°° ein. 

M. 2 Tiere je 0,0276 g Urinporphyrin am 21. II. sub- 
cutan beigebracht. Keinerlei Erscheinung, auBer Ro6tung der 
Ohren und Schwanze. 22. II. und Folgezeit gesund. 

N. 22. Il. 2 Tieren je 0,0217 g Kotporphyrin subcutan 
beigebracht 111°. Sofort ins Dunkle. 35 beide Tiere tot. 

QO. 22. Il. 415. 2 Tieren je 0,0212 g Kotporphyrin sub- 
cutan beigebracht. 8" beide tot. 





') Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 176. 
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Ergebnis von L—O: */s0000 Molekiil Kotporphyrin tétet 
weiBe Mause im Dunkeln innerhalb weniger Stunden, !/s0000 Mol. 
Urinporphyrin ist ungiftig. 4/20000 Mol. Urinporphyrin totet 
weife Miuse im Dunkeln gleichfalls in wenigen Stunden. 


Sensibilisierungsversuche mit «kiinstlicher Hodhen- 
sonne» an roten Blutkérperchen und weifen Miusen. 


Die «kiinstliche Héhensonne» wandte ich an, weil die 
Versuche mit Sonnenlicht den groBen Nachteil der Abhiangig- 
keit von der Witterung haben. Zudem ist stindige Beobachtung 
des Himmels notwendig bei wechselnder BewOlkung, und auch 
dann ist eine objektive Abschétzung der Belichtung nur 
schwierig. 

Zuerst arbeitete ich mit gewaschenen Rinderblutkérperchen 
und konnte nach Zusatz von Mesoporphyrin 1: 10000 und 
2stiindiger Belichtung schwache, aber deutliche Himolyse er- 
zielen. Als ich die Versuche dann ans zerstreute Tageslicht 
brachte, trat stirkere Himolyse ein, ein Beweis, wie tber- 
legen diese Lichtquelle in bezug auf Sensibilisierung dem kiinst- 
lichen Licht ist. 

Urin- und Kotporphyrin hatten 1: 10000 keine Ein- 
wirkung. Nach dem Zentrifugieren war in der Kochsalzlésung 
deutlich bei den Urinporphyrinversuchen der Farbstoff spektro- 
skopisch und an der Farbung zu erkennen, bei den Kot- 
porphyrinversuchen war er zerstért. Die Blutkérperchen des 
Porphyrinpatienten Petri verhielten sich genau wie die Rinder- 
blutkérperchen. 

Hierauf wendete ich mich den Tierversuchen zu. 

Von vorne herein ist zu bemerken, daf} die «kiinstliche 
Hohensonne» hier nur ein Notbehelf ist, weil W. Hausmann 
(Biochem. Zeitschr., Bd. 67, S. 311) gezeigt hat, daB das ultra- 
violette Licht allein Nekrosen der Ohren, Haarausfall usw. er- 
zeugt. Die folgenden Versuche bestitigen dies. Wegen dieser 
Wirkung des ultravioletten Lichtes sind auch die Versuche von 
Perutz, der (Wiener klin. Wochenschr., 1910, S. 123) bei mit 
Sulfonal behandelten Kaninchen durch Bestrahlung der Ohren 
mit der Krohmeyerschen Quarzlampe Blaschenbildung mit 
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Versuche, die die verschiedene Dunkelgiftigkeit der 

natiirlichen Porphyrine hauptsachlich beweisen sollen 

und die relative Unschadlichkeit gegentiber Himato- 
porphyrin. 


K. 12. II. 16. 6 Tierversuche. 

3. 2 Méause bekommen subcutan je 0,02 g Urinporphyrin, 
Kotporphyrin und je 0,015 g Hamatoporphyrin. Sofort in die 
Dunkelkammer. 4°° nachmittags. 

63°, Eine Hp.-Maus tot, die zweite in den letzten Ziigen; 
diese ist um 7* tot, die tibrigen 4 normal. 

20. Il. Die 4 Mause leben und zeigen keinerlei Krank- 
heitserscheinungen, auch nicht in der Folgezeit. 

Ergebnis: Hamatoporphyrin ist im Dunkeln viel giftiger 
wie die natiirlichen Porphyrine. 

In den weiteren Versuchen wurde nun der Giftunterschied 
zwischen den beiden natiirlichen Porphyrinen bei aquimole- 
kularen Mengen festgestellt. Mit Hamatoporphyrin wurden keine 
weiteren vergleichenden Versuche gemacht, da ich ja schon in 
der II. Mitteilung!) bei Kaninchen festgestellt hatte, daB Himato- 
porphyrin viel giftiger ist, wie die natiirlichen Porphyrine. 

L. 21.11. 2 Mausen je 0,0414 g. Urinporphyrin 10*° ein- 
gespritzt. Sofort in Dunkelkammer. Alsbald tiefrote Farbung 
des ganzen Tieres, die besonders deutlich an den weniger 
behaarten Stellen hervortritt. 11°° liegt ein Tier unter Kraémpfen 
in den letzten Ziigen, 11® tot. Die Farbung bleibt bestehen. 
2. Maus scheint auch krank zu sein. 2°° schwer krank, gelegent- 
lich Krampfe. 3%° scheinbar in den letzten Ziigen, Exitus letalis 
tritt aber erst 7°° ein. 

M. 2 Tiere je 0,0276 g Urinporphyrin am 21. II. sub- 
cutan beigebracht. Keinerlei Erscheinung, auBer Roétung der 
Ohren und Schwanze. 22. II. und Folgezeit gesund. 

N. 22. I]. 2 Tieren je 0,0217 g Kotporphyrin subcutan 
beigebracht 111°. Sofort ins Dunkle. 34 beide Tiere tot. 

QO. 22. Il. 415. 2 Tieren je 0,0212 g Kotporphyrin sub- 
cutan beigebracht. 8 beide tot. 


') Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 176. 
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Ergebnis von L—O: !/s0000 Molekiil Kotporphyrin tétet 
weiBe Mause im Dunkeln innerhalb weniger Stunden, !/s0000 Mol. 
Urinporphyrin ist ungiftig. +4/20000 Mol. Urinporphyrin totet 
weiBe Miuse im Dunkeln gleichfalls in wenigen Stunden. 


Sensibilisierungsversuche mit «kinstlicher Héhen- 
sonne» an roten Blutkérperchen und weifben Miusen. 


Die «kiinstliche Héhensonne» wandte ich an, weil die 
Versuche mit Sonnenlicht den grofBen Nachteil der Abhingig- 
keit von der Witterung haben. Zudem ist standige Beobachtung 
des Himmels notwendig bei wechselnder BewOlkung, und auch 
dann ist eine objektive Abschiétzung der Belichtung nur 
schwierig. 

Zuerst arbeitete ich mit gewaschenen Rinderblutkérperchen 
und konnte nach Zusatz von Mesoporphyrin 1: 10000 und 
2 stiindiger Belichtung schwache, aber deutliche Hamolyse er- 
zielen. Als ich die Versuche dann ans zerstreute Tageslicht 
brachte, trat stirkere Haimolyse ein, ein Beweis, wie tber- 
legen diese Lichtquelle in bezug auf Sensibilisierung dem kiinst- 
lichen Licht ist. 

Urin- und Kotporphyrin hatten 1: 10000 keine Ein- 
wirkung. Nach dem Zentrifugieren war in der Kochsalzlésung 
deutlich bei den Urinporphyrinversuchen der Farbstoff spektro- 
skopisch und an der Farbung zu erkennen, bei den Kot- 
porphyrinversuchen war er zerstért. Die Blutkérperchen des 
Porphyrinpatienten Petri verhielten sich genau wie die Rinder- 
blutkérperchen. 

Hierauf wendete ich mich den Tierversuchen zu. 

Von vorne herein ist zu bemerken, dai die «<kiinstliche 
Hohensonne» hier nur ein Notbehelf ist, weil W. Hausmann 
(Biochem. Zeitschr., Bd. 67, S. 311) gezeigt hat, daB das ultra- 
violette Licht allein Nekrosen der Ohren, Haarausfall usw. er- 
zeugt. Die folgenden Versuche bestiatigen dies. Wegen dieser 
Wirkung des ultravioletten Lichtes sind auch die Versuche von 
Perutz, der (Wiener klin. Wochenschr., 1910, S. 123) bei mit 
Sulfonal behandelten Kaninchen durch Bestrahlung der Ohren 
mit der Krohmeyerschen Quarzlampe Blaschenbildung mit 
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Narbenheilung beobachtete und hieraus auf Sensibilisation durch 
«Hamatoporphyrin» schlof, nicht beweisend, ganz abgesehen 
davon, dai Perutz nicht angibt, ob seine Kaninchen iiber- 
haupt durch das Sulfonal eine Porphyrinurie bekommen hatten. 
Diese Feststellung ware um so notiger gewesen, als zahlreiche 
Autoren schon sich vergebens bemiiht haben, mit Sulfonal bei 
Kaninchen Porphyrinurie zu erzeugen. (Literatur bei: F. N. 
Schulz, Uber einige Farbstoffe des Harns, ihre Entstehung 
und Bedeutung, Ergebnisse der Physiol. Il1, S. 159.) 

P. 11. I. 16. 12 Tierversuche. 

Je 2 Tiere erhalten je 8,5 (lu. Il), 4,2 (II u. IV) und 
3 mg (Vu. VI) Urinporphyrin subcutan und werden dann mit 
6 Kontrolltieren zusammen in 46cm Entfernung 2 Stunden 
lang mit der <kiinstlichen Héhensonne» bestrahlt. 

I tot wihrend der Bestrahlung, II kurz nachher. III u. 
IV werden um 34 tot- aufgefunden (15 lebten sie noch), V 7» 
tot, VI am 12. I. 

Die 6 Lichtkontrollen bleiben am Leben, 2 Tage spdater 
jedoch werden bei 5 Tieren die Ohren gangriinds. 

Ergebnis: Die Versuche beweisen immerhin die Licht- 
giftigkeit des Urinporphyrins auch bei kiinstlichem Licht; zur 
Erzeugung der chronischen Lichtkrankheit ist die «kiinstliche 
Héhensonne», wenigstens in 46cm Entfernung, nicht anzu- 
wenden. 


Tierversuch mit Mesoporphyrin. 

0,5 g salzsaures Mesoporphyrin wurde in 50 ccm ®/5-Kali- 
lauge gelést und einem 2!/2 kg schweren Hasen subcutan am 
&. XI. 15. beigebracht. 

9. XI. Wieder 0,5 g. Urin: EiweiB — Zucker — Farbstoff. 

10. XI. 0,5 g. Urin dunkler, Farbstoff in Spuren nach- 
weisbar. 

11. XI. 0,5 g. Urin enthalt Spuren von Farbstoff, Kot 
ebenfalls. 

Tier vollig normal. 

Bedenkt man, da8B 0,5 g salzsaures Himatoporphyrin 
Hasen schwer krank machen, so ist dieses Resultat geradezu 
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verbliiffend. Der Hase wurde noch bis Marz 1916 beobachtet, 
ohne daS irgend welche krankhafte Erscheinungen aufgetreten 
waren. (Nur an den Injektionsstellen kam es zu Verklebungen 
des Felles mit der Unterlage und an einer Stelle zu einer ober- 
flachlichen Nekrose, die aber schnell in Heilung iiberging). 


Spektroskopische Beobachtungen. 


Mesoporphyrin. 


0,02 g salzsaures Salz gelést in /10-KOH. 
NESS NR 

















— 200eem | 100ccm | 50 ccm 25 ccm 

1CKe 

lt mm|  "/4KOH =| /10-KOH | n/1o-KOH njso-KOH 
1 ie | i 629—624 (626,4) | 632,5 — 


Il. | 620—617 (615,5) |619—612 (615,5) | 618—611 (614,5)| 608 (620); 
IIL. | 575—558 (566.5) 575—558 (566,5)/ 575,5—558 (564) ab 583 alles 
IV. | 547—536 (541,5) 546—536 (541) | 546—534 (540) | ausgelischt. 
V. |516—498 (507) (517—495 (506) | 520—491 (504.5) | 
sehr unscharf | 





Den zarten schmalen Streifen auf cca. 601, den Schumm 
erwahnt, konnte ich mit dem einfachen Spektroskop von 
Steinheil nicht finden. 

0,01 g in 100 ccm 19 °/oigem HC] (Schichtdicke 11 mm). 
I. 596—589 (592,5) 
Il. 575—568 sehr unscharf 
Ill. 555—540 (547,5). 


Hamatoporphyrin. 
0,02 g salzsaures Salz gelést in ®/10-KOH. 





a 














neues 200 ccm | 100 ccm 50 ccm | 25 ccm 
P-wiee n/1o-KOH | n/to-KOH n/so-KOH | n/1o-KOH 
I. |620—612 (616) /621—618 617) 621—613 (616,5) (|624—614 (619) 
I. | 574—559 (566,5) | 577—559 (568) |579—558 (568,5) /578,5-556,5 (567,5) 
Ill. | 543—534 (538,5) )| 544535 (539,5) '545—533 (539)  |551—531 (541) 
IV. |514—496 (505) | 515—495 (505) |518,5—490,5 (504,5)|520—482 (501) 
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0,01 g in 100 ccm 19°/oiger HCl. 
I, 596—588 (592) 
Il. 574—568 (571) 
Ill. 557—541 (549). 


Urinporphyrin. 
0,02 g freies Porphyrin gelést in 100 ccm %/10-KOH. Urinporphyrin 
unterscheidet sich vom Kotporphyrin sehr deutlich. Vom Hamatopor- 
phyrin ebenfalls, indem es einen Streifen mehr zeigt wie dieses. 


mit ®/1o-KOH auf die Halfte verdiinnt 


I. 613—603 (608) I. 613—606 (609,5) 
Il. 577—565 (571) Il. Schatten 575—568 (571,5) 
III. 561—552 (556,5) Ill. 560 —554 (557) 
IV. 542—532 (537) IV. 541—532 (536,5) 
V. 511—496 (503,5) V. 509—496 (502,5). 


0,01 g in 100 ccm 19°%/oiger HCl. 
I. 598—590 (594) 
II. 576—571 (573,5) 
Ill. 558,5—544 (551). 


Kotporphyrin. 
0,02 g freies Porphyrin gelést in ®/10-KOH. 






_—aeeeeeaeeeeeeeeEe———— 

















aa 200 cem | 100 ccm 50 ccm 25 ecm 
pani n/140-KOH | n/:0-KOH n/1o-KOH n/1o-KOH 
L = | Schatten ccm 613) 619—614 (616,5) |622—614 (618) 
Il. | 578—563 (570,5) | 578—561 (569,5) | 577—560,5 (569) |579,5—559,5 (569,5) 
III. | 539—530 (534,5) | 541529 (535) | 541—527,5 (534) |547—521 (534) 
IV. | Schatten cca 502| 505,5 —496 (501) |509—494 (501,5) 


0,01 g in 100 ccm 19°%oiger HCl. 
I. 596—588 (592) 
II. Schatten cca 570 
Ill. 555—541 (548). 


Frischer Urin Petris. 








[. 
II. 
II. 
IV. 


619,5 —609,5 (614,5) 
578—555 (567,5) 

541,5—529,5 (535,5) 
ab 517 ausgeléscht. 


Mit rauchender HCI zu gleichen Teilen versetzt, so dah die Lésung 
an 19°/o HCI enthielt. 
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I. 598,5—591,5 (594,5) 
Il. 559 —543,5 (551,5). 


Urinporphyrinmethylester. 
0,02 g Ester in 100 ccm Chloroform 0,01 g Ester in 100 ccm Chloroform 


I. 628—620 (624) I. 629—620 (624,5) 
II. Zarter Streifen bei 597 II. Schatten bei 597 
Ill. 586—564 (575) II. 583—565 (574) 
IV. 541—526 (533,5) IV. 539—527 (533) 
V. 513—485 (499) V. 512—491 (501,5). 


Kotporphyrinmethylester. 
0,01 g Ester in 100 ccm Chloroform 


I. 625—615 (620) I. 624—616 (620) 
II. Zarte Streifen bei 595 II. Schatten bei 595 
III. 580—561 (570,5) II. 579—561 (570) 
IV. 538—523 (530,5) IV. 537—526 (531,5) 
V. 512—483 (497,5) V. 510—487 (498,5). 


V. besteht méglicherweise aus zwei 
Streifen, jedenfalls 2 Maxima. 


Krystallisierter Ester aus Urin Ditz im Chloroform untersucht. 
I. 625—619 (622) 
II. Schatten bei 596 
Ill. 581—564 (572,5) 
IV. 588—526 (532) 
V. 511—492 (501,5). 
Die nahere Beschreibung dieses Falles erfolgt demnichst. 














Die Beeinflussung der Léslichkeit von Aminosauren durch 
Neutralsalze. 
Von 


P. Pfeiffer und J. Wiirgler. ') 





Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Marz 1916.) 


Bekanntlich wird die Loslichkeit der EiweiSkérper in 
Wasser stark durch Neutralsalze beeinfluBt. Wie sich aus den 
grundlegenden Versuchen von Hofmeister,*) denen sich neuere 
Arbeiten von Pauli*) und Héber*) anschlieBen, ergibt, haben 
wir es hier mit einer charakteristischen Wirkung beider Ionen- 
arten, sowohl der positiven wie der negativen zu tun. Ordnen 
wir die Ionen nach absteigender Gréfe ihrer Wirkung, so er- 
halten wir ganz bestimmte Reihen, deren Sinn sich beim Uber- 
gang der Lésungen von alkalischer zu saurer Reaktion umkehrt. 

Wir haben nun festzustellen versucht, wie sich die Bau- 
steine der Eiweifkérper, die Aminosduren, gegen Neutralsalze 
verhalten. Ein Vergleich beider Tatsachenreihen mubte die 
Frage zur Entscheidung bringen, ob und wieweit sich die Lés- 
lichkeitsbeeinflussung der Eiweifik6rper durch Neutralsalze auf 
den Chemismus einfacher Aminosauren zuriickftihren lat. 


a) Verhalten neutraler Aminosduren gegen Salze. 


Am eingehendsten haben wir das Verhalten des Glyko- 
kolls gegen Neutralsalze studiert. Glykokoll ist ein typisches 
Beispiel fiir solche Aminosiauren, deren Léslichkeit fast durch- 
weg durch Neutralsalze erhdht wird. Diese Léslichkeitser- 
héhungen sind beim Glykokoll oft ganz erheblich. So erhdhen 
0,005 Mole Baryumchlorid in 10 ccm gesattigter Glykokoll- 
lésung die Léslichkeit des Glykokolls um etwa 24,5°/o. 0,02 


') Einige erganzende Versuche sind von Herrn Dr. Fr. Wittka 


ausgefihrt worden. 


2) Archiv exper. Path. u. Pharmak., Bd. 28, S. 210 (1891). 

8) Pfligers Archiv, Bd. 78, S. 315 (1899); Hofmeisters Beitrage, 
Bd, 5, S. 27 (1903); Bd. 11, S. 415 (1908). 

*) Hofmeisters Beitrige, Bd. 11, S. 35 (1907). 
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Mole Strontiumchlorid in 10 cem Lésung geben sogar eine Lés- 
lichkeitserhGhung von rund 68°/o. 

Als erstes Ergebnis unserer Untersuchung sei erwahnt, 
dafi die Léslichkeitserhdhungen mit wachsender Konzentration 
der Salze mehr oder weniger stark ansteigen. Bei CaCl,, SrCl, 
und Ba(ClO,), sind die Léslichkeitserhdhungen ziemlich pro- 
portional den Salzkonzentrationen; bei NaCl und NaNO, nimmt 
die Léslichkeit weniger stark wie die Salzkonzentration zu; 
nur KCl salzt in gréferer Konzentration etwas aus, bei ge- 
ringer Konzentration dndert dieses Salz die Ldéslichkeit des 
Glykokolls kaum. 

Am besten lassen sich die Verhiltnisse an nachstehendem 
Kurvenbild tiberschauen: 
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Von besonderem Interesse ist ein Vergleich der ein- 
zelnen Salze inbezug auf ihre loslichkeitserhOhende Wirkung. 
Um den gesetzmafigen Einflu8 der verschiedenen Ionenarten 
ableiten zu kOnnen, seien unsere wichtigsten experimentellen 
Resultate in Tabellenform wiedergegeben; die Zahlenwerte 
bedeuten prozentuelle LéslichkeitserhOhungen. 


Vergleich der Alkalisalze. 
0,01 Mole Saiz in 10 ccm an Glykokoll gesattigter Lésung. 


_ - on LiBr iia LiCl 
9.65 8,01 

NaCclo, NaNO, NaJ NaBr a NaCl 
12.19 12,19 7,80 5,85 3,93 
- KNO, KJ KBr KSCN KCl 


5,94 4,48 2.74 1,59 0,95 
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Vergleich der Erdalkalisalze. 


0,005 Mole Salz in 10 ccm an Glykokoll gesattigter Lésung. 
(Die mit einem Sternchen versehenen Zahlen beziehen sich auf0,01 Mole Salz.) 


— Ca(NQs), CaBr, CaCl, CaCl, 
35,63 31,31 24,06 39,46 * 
—- Sr(NQ,), SrBr, SrCl, SrCl, 
31,59 29,00 23,63 32,76* 
Ba(Cl0,), Ba(NO,), BaBr, BaCl, ~ 
42.41 31,20 29,32 24,46 


Aus diesen Zahlenangaben Jaft sich der wichtige Schluf 
ziehen, dafi die Loslichkeitsinderungen des Glykokolls durch 
Neutralsalze durch beide Ionenarten, sowohl durch die Saure- 
ionen wie durch die Metallionen bedingt werden, daB wir es 
also hier, wie beim Verhalten der Eiweifk6érper gegen Neutral- 
salze, mit einer additiven [onenwirkung zu tun haben. 

Ordnen wir na&mlich die Salze nach ihrer lés- 
lichkeitserhOhenden Wirkung, so ergibt sich fiir jedes 
Metallion die gleiche Reihenfolge der Sdureionen 
und fiir jedes Siiureion die gleiche Reihenfolge der 
Metallionen. 

Sehr scharf gilt dieses Gesetz fiir die Saureionen; wir 
erhalten fiir diese immer die gleiche Reihenfolge, ob wir nun 
Lithium-, Natrium- und Kalium- oder Calcium-, Strontium- 
und Baryumsalze nehmen; ebenso hat das Gesetz volle Giiltig- 
keit fiir die Alkalimetallionen. Hingegen lat sich fiir die Erdal- 
kaliionen nur sagen, daB das Calciumion wirksamer als das 
Strontium- und Baryumion ist; bei diesen Metallionen fallen 
die Unterschiede bei einer Salzkonzentration von 0,005 Molen 
pro 10 cem fast innerhalb der Versuchsfehler. 

Wir wollen nun bei der Aufstellung von Ionenreihen die 
lonen ganz allgemein nach der Gr6éfe ihrer léslichkeitser- 
héhenden Wirkung anordnen; es ergeben sich dann fir 
Glykokoll die Ionenreihen: 
negative Ionen 


ClO, >) NO, >) J > Br > SCN > Cl 
positive Ionen 
Li > Na > K Ca > Sr, Ba. 
Besonders interessante Léslichkeitsverhaltnisse zeigt von 
den neutralen Aminosduren d,l-Leucin. Wahrend beim Glyko- 
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koll fast simtliche Salze LéslichkeitserhGhungen geben, die 
Alkalisalze relativ geringe, die Erdalkalisalze relativ groBe, ~ 
wird Leucin von den Alkalihalogeniden und -nitraten weit- 
gehend ausgesalzen; die Erdalkalisalze erhédhen auch beim 
Leucin die Léslichkeit, allerdings nicht so stark wie beim 
Glykokoll. 

Uber den Einflu8 der Konzentration der Salze auf die 
Loslichkeit des Leucins sei kurz folgendes mitgeteilt: 

Die Léslichkeit des Leucins in Wasser nimmt mit stei- 
gendem CaCl,-Gehalt stark zu; die Léslichkeitskurve') er- 
scheint aber stark abgeflacht. Die BaCl,-Kurve verlauft bei 
hoherer Salzkonzentration fast horizontal, die SrCl,-Kurve be- 
sitzt sogar ein Maximum. Fiir NaCl und KC] ist die aussalzende 
Wirkung ziemlich proportional der Salzkonzentration ; beim LiCl 
schwanken die Loslichkeitséanderungen um die Nullage. 

Um die fiir Leucin giiltigen Ionenreihen kennen zu lernen, 
wollen wir zunichst die durch die Erdalkalisalze hervorgerufenen 
Loslichkeitserhéhungen mit einander vergleichen (sie be- 
ziehen sich auf 0,005 Mole Salz pro 10 ccm): 


Ba(Cl0,), BaBr, BaCl, 
34,02 22,75 15,44 
CaCl, SrCl, BaCl, 
17,62 14,13 15,44 


Auf Grund dieser Zahlenwerte kénnen wir die folgenden 
Jonenreihen aufstellen (die Unterschiede in den Werten fiir 
SrCl, und BaCl, liegen an der Grenze der Versuchsfehler?) : 

ClO, > Br > Cl 
Ca > Sr, Ba; 
sie decken sich mit den fiir Glykokoll giiltigen Reihen. 

Es war nun unter der Voraussetzung des additiven Ver- 
haltens der Ionen zu erwarten, daf wir beim Vergleich der 
aussalzenden Wirkungen der Alkalisalze zu derselben Reihe: 
der Sdéureionen kommen wiirden, die wir aus dem Vergleich 





1) Die Léslichkeiten des Leucins als Ordinaten, die Salzkonzen- 


trationen als Abszissen aufgetragen. 
*) Vielleicht hat das Ba-Ion etwas starkere Wirkung als das Sr-Ion; 


siehe auch die Zahlenangaben beim Glykokoll. 
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der lislichkeitserhéhenden Wirkungen der Erdalkalisalze 
erschlossen hatten, wenn wir nur sinngemé& eine relativ starke 
léslichkeitserhOhende mit einer relativ geringen l6slichkeits- 
erniedrigenden Wirkung parallelisierten. 

In der Tat ergibt ein Vergleich der Alkalisalze das nach- 
stehende Bild (0,02 Mole Salz pro 10 ccm): 

KCl KBr KJ KNO,, 
— 34,46 — 27,06 — 17,59 — 4,73 
aus dem die uns vom Glykokoll her bekannte Ionenreihe 
7 i -~ a -——3 & 
folgt, wenn wir die Ionen nach zunehmender aussalzender 
= abnehmender léslichkeitserhOhender) Wirkung ordnen. 

Entsprechend den Zahlenwerten (fiir 0,02 Mole Salz pro 

10 ccm): 
LiCl NaCl KCl 
— 9,39 — 33,44 — 34,46 
bilden die Alkalimetallionen beim Leucin die Reihe: 
ii? a Fs, 
wenn wir auch hier wieder das obige Ordnungsprinzip anwenden. 
Auch diese Reihe stimmt mit der fiir Glykokoll giiltigen iiberein. 

Zusammenfassend haben wir folgendes: 

Die Loslichkeit neutraler Aminoséuren wird durch Neutral- 
salze bald erhdht bald erniedrigt. Unabhangig aber davon, 
ob es sich um LéslichkeitserhGhungen oder um Aussalzungen 
handelt, wirken die Ionen additiv und geben fiir die einzelnen 
Aminosiiuren identische Reihen. 


b) Verhalten saurer Aminosduren gegen Salze. 


Von den sauren Aminoséiuren wurden |-Asparaginséure 
und d-Glutaminséure auf ihr Verhalten gegen Neutralsalze 
untersucht. 

Die Léslichkeit der Asparaginséure in Wasser wird durch 
Neutralsalze ganz erheblich beeinfluBt, weit stairker als die 
Loslichkeit der neutralen Aminoséuren Glykokoll und Leucin 
durch die gleichen Reagentien, und zwar geben alle bisher 
gepriften Alkali- und Erdalkalisalze Loslichkeitserhoéhungen. 
Diese wachsen, wie nachstehende Kurventafel zeigt, mit stei- 
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gender Konzentration der Salze; jedoch erscheinen samtliche 
Kurven mehr oder weniger stark abgeflacht: 
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Daf ebenso wie beim Glykokoll und Leucin auch bei 
der Asparaginsiure die Jonen die Léslichkeit additiv beein- 
flussen, war von vornherein anzunehmen. In der Tat erlauben 
uns die in den folgenden beiden Tabellen enthaltenen Zahlen- 
werte eindeutige Ionenreihen abzuleiten: 

Vergleich der Sdureionen. 
0,01 Mole Alkali- resp. 0,005 Mole Erdalkalisalz pro 10 ccm. 


KCl KBr KJ KNO, 
31,71 35,61 37,82 54,39 
CaCl, —- Ca(NO,), 

51,86 85,37 
SrCl, SrBr, Sr(NO,), 
55,61 57,46 94,39 


Vergleich der Metallionen. 
0,01 Mole Alkali- resp. 0,005 Mole Erdalkalisalz pro 10 ccm. 


LiCi NaCl KCl 
16,09 28,78 31,71 
Ca(NO,), Sr(NO,), sn 
85,37 94,39 
CaCl, SrCl, BaCl, 
51,86 55,61 68,29 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 10 
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Ordnen wir die Ionen wie tiblich nach der Gréfe ihrer 
léslichkeitserhOhenden Wirkung, so kommen wir zu den Reihen: 
NO, >J>Br> Cl 
Ba > Sr > Ca K > Na > Li. 

Von diesen Ionenreihen stimmt die der Séureionen voll- 
stindig mit derjenigen tberein, die wir weiter oben aus dem 
Verhalten des Glykokolls und Leucins gegen Neutralsalze ab- 
geleitet haben; hingegen enthalten die beiden Reihen der 
Metallionen die einzelnen Elemente in einer der Aufeinander- 
folge nach gleichen, dem Sinne nach aber entgegengesetzten 
Anordnung, wie wir sie vom Glykokoll und Leucin her kennen. 

Mit anderen Worten: Gehen wir von den neutralen Amino- 
siuren Glykokoll und Leucin zu einer sauren Aminosaure, der 
Asparaginsaure, tiber, so bleibt die Reihe der Siéureionen er- 
halten, wahrend die Reihen der Metallionen umgekehrt werden. 
Diejenigen Metallionen, welche die Léslichkeit des Glykokolls 
am stirksten erhdhen, haben auf die Léslichkeit der Asparagin- 
siiure den geringsten Einflu8 und umgekehrt. 

Da8 wirklich der saure Charakter der Asparaginsaure 
fiir die Umkehrung der Metallionenreihen mabgebend ist und 
nicht etwa ein spezifischer Einflu8 dieser Séure, ergibt sich 
zunichst daraus, daf sich die d-Glutaminsaure in ihrem Ver- 
halten gegen Neutralsalze ganz der Asparaginsaure anschliebt: 


0,02 Mole Salz pro 10 ccm Wasser. 
LiCl KCl KNO, 
5,68 31,24 80,12 
K > Li NO, > Cl 

Dann aber spricht besonders der Umstand fiir unsere 
Auffassung, dafi die Ldéslichkeit der neutralen Aminosaure 
Leucin in salzséurehaltigem Wasser durch Neutralsalze 
ganz im Sinne der fiir Asparaginsaéure abgeleiteten Ionenreihen 
beeinfluBt wird, indem durch die Wirkung der Wasserstoffionen 
die fiir neutrale Leucinlésungen giiltige Metallionenreihe um- 


gekehrt wird. 
0,02 Mole Salz pro 10 ccm /10-HC1. 
LiCl KCl KNO, 
— 36,37 — 17,57 — 9,67 
K > Li NO, > Cl 
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Es wére nun von besonderem Interesse gewesen, festzu- 
stellen, wie sich Lésungen basischer Aminosiéuren gegen 
Neutralsalze verhalten. Leider stand uns keine fiir solche 
Versuche geeignete Substanz zur Verfiigung.') Zu erwarten 
ist, daf basische Aminoséuren gegeniiber neutralen eine Um- 
kehrung der Saureionenreihe zeigen. Trifft diese Vermutung 
zu, so hiatten wir beim Ubergang von sauren zu _ basischen 
Aminoséuren eine Umkehrung beider Ionenreihen, ahnlich wie 
beim Ubergang von sauren zu basischen Eiweiflésungen. 


c) SchlufBfolgerungen. 


Zusammenfassend kénnen wir das Verhalten der Amino- 
siuren in wasseriger LOsung gegen Neutralsalze folgendermafen 
charakterisieren : 

Die Aminosauren verhalten sich gegen Neutralsalze in 
der Beziehung individuell, daB bei den einen — Glykokoll, Aspa- 
raginsdiure, Glutaminséure — fast nur Léslichkeitserhéhungen, 
bei den anderen, wie Leucin und Phenylalanin,?) aber neben 
LoslichkeitserhOhungen auch ganz erhebliche Aussalzungen vor- 
kommen. Unabhingig aber davon, ob wir es mit Léslichkeits- 
erhdhungen oder Aussalzungen zu tun haben, liegt bei den 
Loslichkeitsinderungen ganz allgemein eine additive Wirkung 
der Metallionen und Saureionen vor, so dafi wir charakteri- 
stische Ionenreihen aufstellen konnen. 

Ordnen wir nun die Ionen nach der Gréfe ihrer ldslich- 
keitserhOhenden Wirkung und parallelisieren wir eine relativ 
starke Aussalzung mit einer relativ geringen Ldéslichkeits- 
erhéhung und umgekehrt, so haben wir fiir die neutralen 


Aminosauren die Jonenreihen: 
NO, >J> Br> Cl 
Li > Na> K Ca > Sr, Ba 
und fiir die sauren Aminosduren die Reihen: 
NO, >J> Br> Cl . 
K > Na > Li Ba > Sr > Ca 





1) Die Léslichkeit von Leucin in wasserigem Alkali wird von Neutral- 
salzen sehr wenig beeinfluft; auch sind die aufgefundenen Unterschiede 
zu gering, um definitive Schliisse zuzulassen. 

*) Siehe hierzu Ber., Bd. 48, S. 1041 (1915). 

10* 
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so daB beim Ubergang von neutralen zu sauren Aminosduren 
die Metallionenreihen umgekehrt werden, die Séiureionenreihen 
aber erhalten bleiben. 

All diese GesetzmaBigkeiten erinnern uns lebhaft an be- 
kannte Tatsachen aus der Chemie der Eiweifkorper. 

Auch die EiweiSkérper zeigen erhebliche Unterschiede 
im Verhalten gegen Neutralsalze. Es braucht ja nur an die 
Albumine, die sich durch Neutralsalze leicht aussalzen lassen, 
und die Globuline, deren Loéslichkeit durch Neutralsalze stark 
erhoht wird, erinnert zu werden. 

Auch bei den Eiweifkoérpern beeinflussen sowohl die posi- 
tiven wie die negativen Salzionen die Léslichkeit (additives 
Verhalten) und auch bei ihnen stofen wir auf charakteristische 
lonenreihen. Wihrend man aber, so weit die bisherigen Unter- 
suchungen reichen, bei den EiweiSkérpern nur dann eindeutige 
Ionenreihen erhalt,, wenn ihre Loésungen ausgesprochen sauer 
oder alkalisch reagieren, kOnnen wir bei den Aminoséuren auch 
fiir die neutralen Loésungen eindeutige Ionenreihen aufstellen. 

Die grundlegende Tatsache, daB beim Ubergang von einer 
sauren zu einer basischen Eiweiflésung sowohl die Metallionen- 
wie auch die Séureionenreihe umgekehrt wird, finden wir bei 
unseren Aminosiiuren in dem Sinne wieder, da beim Ersatz 
einer neutralen Aminoséure durch eine saure eine der beiden 
Jonenreihen, und zwar die der Metallionen, ihre Richtung 
wechselt. 

In bezug auf die gegenseitige Stellung der Ionen in den 
einzelnen Reihen ergeben sich allerdings bei Aminosdéuren und 
Eiweifkorpern — vor allem in der Reihe der Séureionen — er- 
hebliche Differenzen. 

Alles in allem kénnen wir sagen, dafi das so charakte- 
ristische Verhalten der Eiweifkorper gegen Neutralsalze in den 
wesentlichen Ziigen schon den Eiweifbausteinen, den Amino- 
siuren, zukommt. Damit ist aber gezeigt, daf weder die 
«komplexe» noch die «kolloidale» Natur der EiweiBkorper ihr 
Verhalten gegen Neutralsalze dem Wesen nach bestimmt. Fir 
die Beziehungen zwischen Eiweifk6rpern und Neutralsalzen ist 
vor allem der Aminoséurecharakter der ersteren mafgebend. 
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Experimenteller Teil. *) 
a) Ausfiihrung der Versuche. 


Zur Bestimmung der Léslichkeit der Aminosiiuren wurde 
wie folgt verfahren: 

Die Lésung eines Neutralsalzes von bekanntem Gehalt 
wurde mit der betreffenden Aminosaure als Bodenkérper 2 Tage 
lang bei 20° im Thermostaten geschiittelt; dann wurde der 
Lésung eine erste Probe entnommen und der Rest nochmals 
einen Tag lang geschiittelt, worauf die Kontrollbestimmung 
erfolgte. Es zeigte sich, dafi in 2 Tagen jedesmal vollstandige 
Sattigung eingetreten war. 

Die zu den Versuchen angewandten Salze wurden in 
moglichst reiner Form «zur Analyse» bezogen und auf ihren 
Reinheitsgrad geprift. Von den hygroskopischen Salzen wurden 
Standard-Lésungen hergestellt. 

Zur exakten Feststellung des Gehaltes der an Amino- 
sdure gesittigten Losungen an Salz und Aminosdure ware es 
notwendig gewesen, beide Komponenten analytisch zu bestimmen. 
Wir begniigten uns aber in den meisten Fallen mit der direkten 
Bestimmung des Aminosduregehaltes; Angaben hieriiber siehe 
weiter unten. Der Salzgehalt der an Aminoséure gesittigten 
Lésungen ergab sich wie folgt: 

Die Aminosauren Leucin, Asparaginséure und Glutamin- 
sdure sind so wenig in Wasser loslich, dafi sich die Konzen- 
trationen der Salzldsungen durch Aufnahme einer dieser Amino- 
sduren nicht wesentlich verschieben; es geniigt also fiir diese 
Falle den Salzgehalt der angewandten Salzlosungen zu kennen. 
Anders aber liegen die Verhiltnisse fiir Glykokoll. Glykokoll 
gibt beim Auflésen eine ganz erhebliche Volumenvermehrung, 
so daB die Konzentrationen der Salzlésungen bei der Siattigung 
mit Glykokoll stark abnehmen. 





') Einige in der Arbeit: «Uber das Verhalten der Aminosauren gegen 
Neutralsalze in wasseriger Lésung», Ber., Bd. 48, S. 1938 (1915) mitgeteilte 
Zahlenangaben bediirfen der Korrektur; sie sind durch die entsprechenden 
Werte der vorliegenden Publikation zu ersetzen. 











138 P. Pfeiffer und J. Wiirgler, 


Um nun nicht jedesmal den Salzgehalt der an Glykokoll 
gesiittigten LOsungen bestimmen zu miissen, haben wir die 
Volumenzunahme einer Reihe von Salzlésungen durch Glykokoll- 
aufnahme festgestellt; dann haben wir mit Hilfe der so ge- 
wonnenen Zahlen die Salzkonzentrationen der angewandten 
Lésungen umgerechnet. Die Volumenzunahmen sind in erster 
Anniherung proportional der zugesetzten Glykokollmenge und 
unabhangig von der Natur des gelésten Salzes. Wir haben 
fiir je 1 g Glykokoll eine Volumenzunahme von etwa 0,58 ccm. 
Wenn wir nun unter m die Anzahl Mole Salz in 10 ccm der 
urspriinglichen Salzlosung und unter n die Glykokollmenge in 
2 cem der an Glykokoll gesiittigten Salzlésung verstehen, so er- 
halten wir fiir die Anzahl Mole Salz in 10 cem der an Glyko- 
koll gesattigten LOsung den Ausdruck: 

2—n. 0,58 
_ 





x =m 


Die quantitative Bestimmung der Aminosduren erfolgte 
nach der eleganten Titrationsmethode von Sérensen.') Einzel- 
heiten tiber die Ausfiihrung der Titrationsversuche sind bei 
Sérensen nachzulesen. Hier sei nur folgendes mitgeteilt: Die 
Formolmethode Sérensens beruht auf der Tatsache, daf eine 
Aminosiure auf Zusatz einer wasserigen Formaldehydlosung in 
eine ausgesprochene Saure tibergeht, die mit Baryt- oder Natron- 
lauge titriert werden kann (Indikator Thymolphthalein). Nach 
Sdrensen ist es zweckmabig, Aminosdureldsungen zu ver- 
wenden, die etwa 4/10 normal sind. Beim Glykokoll wurden 
daher je 2 ccm der gesittigten Lésungen auf 50 ccm verdiinnt; 
von diesen 50 ccm wurden 20 ccm abpipettiert und titriert. 
Die in den Tabellen angegebenen Kubikzentimeterzahlen von 
Baryt- resp. Natronlauge sind also mit 2,5 zu multiplizieren, 
um diejenigen Werte fiir Ba(OH), resp. NaOH zu erhalten, die 
2 ccm der Glykokollésungen entsprechen. Bei den ibrigen 
Aminosiuren war eine derartig starke Verdiinnung der ge- 
sittigten Lésungen nicht notwendig; hier wurden direkt 10 ccm 





') Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 45 (1907). 
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abpipettiert und nach dem Verdiinnen mit 10 com Wasser auf 
einmal titriert. 

Bei der praktischen Ausfiihrung der Loslichkeitsbestim- 
mungen wurde, entsprechend dem Zweck der vorliegenden 
Arbeit, besonderer Wert darauf gelegt, zuverlissige Vergleichs- 
werte zu erhalten, um so die Léslichkeitsinderungen durch 
Neutralsalze einwandfrei einander gegeniiberstellen zu kénnen. 
Ob eine Serie von Vergleichswerten gleichmifig etwas zu 
hohe oder zu niedrige Léslichkeitszahlen enthalt, bedingt etwa 
durch die nicht vollkommene «optische» Reinheit unserer 
Aminosauren oder durch eine etwas von 20° abweichende Tem- 
peratur des Thermostaten, ist von geringer Bedeutung. 

Da sich die Angaben von Sérensen in der Hauptsache 
auf reine Aminosiuren und deren Gemische beziehen, so war 
noch zu priifen, ob die Formolmethode durch Neutralsalze be- 
einfluBt wird. In dieser Richtung mit den Salzen NaJ, KBr, 
KJ, SrCl,, BaCl,, BaBr, angestellte Versuche ergaben weder 
fiir Glykokoll noch fiir Leucin und Asparaginséure nennens- 
werte Anderungen der Titrationswerte. 

Erwahnt sei noch, daB in zahlreichen Fillen durch be- 
sondere Versuche festgestellt wurde, daf in den gesittigten 
Lésungen als Bodenkérper nur reine Aminosaure und nicht 
etwa eine Verbindung derselben mit einem Neutralsalz vor- 
handen war. 


b) Léslichkeit des Glykokolls in Salzlésungen. 


Zum besseren Versténdnis der Tabellen sei kurz folgendes 
bemerkt: In der ersten Rubrik der Tabellen befinden sich die 
in 10 cem der angewandten Salzlésungen vorhandenen Mole 
Salz, waihrend in der zweiten Rubrik die nach der Formel 


x = mM 2 fir 10 ccm der an Glykokoll ge- 





2 
sattigten Lésungen berechneten Mole Salz angegeben sind. 
Dann folgen die bei der Titration der gesattigten Glykokoll- 
l6sungen verbrauchten Kubikzentimeter Barytlosung resp. Natron- 
lauge (Angaben iiber die Durchfiihrung der Titration siehe 
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weiter oben). Die nachsten drei Rubriken sind ohne weiteres 
verstandlich. 

Um vergleichbare Werte fiir die prozentuellen Léslichkeits- 
zunahmen zu erhalten, sind die gefundenen Loslichkeitszunahmen 
in vielen Fallen auf gleiche Molzahlen der in den gesattigten 
Glykokoll6sungen vorhandenen Salze umgerechnet worden, und 
zwar auf 0,005 Mole Erdalkali- und 0,01 Mole Alkalisalz. 
Die Umrechnungen geschahen unter der Voraussetzung, dab 
innerhalb enger Grenzen die Léslichkeitszunahmen proportional 
den Salzkonzentrationen sind. Diese « korrigierten prozentuellen 
Zunahmen» sind in der letzten Rubrik zusammengestellt. 

Die Léslichkeit des Glykokolls in reinem Wasser bei 20° 
betragt nach unseren Versuchen 0,3923 g pro 2 ccm. 


Vergleich der Lithiumsalze, Natriumsalze und Kaliumsalze. 


Die mit einem Sternchen versehenen Werte beziehen sich auf Barytlauge 
(1 ccm = 0,01721 g Ba(OH),), die tibrigen auf ®/1o-NaOH. 











MoleSalz Natron- | Glv- Léslichkeitszu- | Korri- 
Mole Salz —intOcem) lauge | “Y ae siestie 
: deranGl.| resp. | kokollin 
in 10 ccm ange- ge- | Baryt- | . Zu- 
re | a to pr 
wandter Liésung sdttigten | lésung | ou 2 ccm in in jnahmein 
Lésung 'cem | g | g % Fo 
LiCl 0,0096 | 0,00843) 11,12* | 0,4188 | 0,0265 | 6,75 | 8,01 





11,27* | 0,4245 | 0,0322 | 8.21 | 9,65 





LiBr 0,0097 | 0,00851 


NaCl 0,01 | 0,00883) 21,65 | 0,4059 | 0,0136 | 3,47 | 3,93 
NaBr 0,01  0,00880' 22,0 | 0,4125 | 0,0202/ 515 | 5,85 
NaJ —0,0096 | 0,00844| 22,3 | 04181 | 0,0258| 6,58 | 7,80 
NaNO, 0,01 | 0,00874| 23,15 | 0,4341 | 0,0418 | 10,65 | 12,19 
NaClO, 0,01 | 0,00874) 23,15 | 0,4341 | 0,0418 | 10,65 | 12,19 
Na,SO, 0,005 | 0,00439/ 22,35 | 0,4191 | 0,0268/ 683 | — 
KC] 0,01 0,00885) 21,1 | 0.3956 09,0033 | 0,84 | 0,95 
KBr 0,01 —-0,00883) 21,43 | 0,4018 | 0,0095 | 2,42 2.74 

| 

| 

















KJ 0.01 | 0,00881 | 21,75 | 0,4078 | 0,0155 | 3,95 4,48 
KNO, 0,01 0,00880  10,96* | 0,4128 | 0,0205 | 5,23 5,94 
KSCN 0,0098  0,00867 10,56* | 0,3977 | 0,0054 | 4,38 | 1,59 
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Vergleich der Calciumsalze, Strontiumsalze und Baryumsalze. 
1 ccm Barytlésung enthielt 0,01521 g Ba(OH),. 
= 


























‘Mole Salz Gly. | Léslichkeitszu- | Korri- 
Mole Salz_ in 10 ccm, Baryt- yr | — gierte 

der anGil.. kokoll in| somes ; 
in 10 ccm ange-| ge- | lésung | oi Zu- 

mm? | | 2cem |, 
wandter Lésung | Satligten | | 2 ccm in in nahme 

Lésung | com g | g %o %o 
CaCl, 0,0057 | 0,00490) 14,56 | 0,4848 | 0,0925 | 23,58 | 24,06 
CaBr, 0,0051 | 0,00436 15,00 | 0,4994 | 0,1071 , 27,30 | 31,31 
Ca(NO,), 0,005 | 0,00426 15,36 | 0,5114 | 0,1191 | 30,36 | 35,63 
SrCl, 0,005 | 0,00432) 14,19 | 0,4724 | 0,0801 | 20,42 | 23,63 
SrBr, —0,0049 | 000421 14,66 | 0,4881 | 0,0958 24,42 | 29,00 
Sr(NO,), 0,005 | 0,00428 | 13,23*)| 0,4983 | 0,1060 | 27,04 | 31,59 
BaCl, 0,005 | 0,00431| 14,27 | 0,4751 | hon 21,11 | 24,46 
BaBr, 0,005 | 0,00428| 14,74 | 0,4908 | 0,0985 | 25,11 | 29,82 
Ba(NO,), 0,005 | 0,00428 14,93 | 0,4971 | 0,1048 | 26,71 | 31,20 
a 2°) ’ oO v, 9 ’ ) ’ 2 
Ba(C1O,),0,00412 0,00351) 15,29 | 0,5091 | 0,1168 | 29,77 | 42,44 














*) 1 ccm Lauge = 0,01721 g Ba(OH),. 


Konzentrationseinfluf{i der Erdalkalisalze. 


Die mit ') versehenen Zahlen beziehen sich auf Barytlésung (1 ccm 
= 0,01764 g Ba(OH),), die mit *) versehenen Zahlen auf Barytlésung 
(1 ccm = 0,01337 g Ba(QOH),), die tibrigen auf ™/:0o-NaOH. 
———————————————————————————————————————————————————————— 


























| MoleSalz | Baryt- Gly- Lislichkeitszu- 
Mole Salz | ini10ccem | 1J0sung vali 
| der an Gl. resp. | kokoll in 
in 10 ccm ange- ge- Natron- Some |. 
wandter Lésung | sattigten lauge | 2ccm in | ” 
Lésung | ccm g g | °/o 
NaCl 0,01 | 0,00881 | 10,62") | 0,4099 0,0176 | 4,49 
NaCl 0,02 | 0,0176 | 10,83") | 0,4180 | 0,0257/ 6,55 
NaCl 0,04 | 0,0351 | 22,7 0,4256 | 0.0331! 8,43 
NaNO, 0,005 | 0,00440 | 14,19*) | 0,4150 0,0227 5,75 
NaNO, 0,01 | 0,00874 | 14,877) | 0.4352 | 0.0429! 10,94 
NaNO, 0,02 | 0.0173 | 15,802) | 0,4625 | 0,0702 | 17,89 
NaNO, 0,04 | 0,0342 | 17,01!) | 0,4979 | 01056 | 26,92 
KC] 0,005 | 0,00443 | 211 0,3956 | 0,0033) 0,84 
KCl 0,01 0,00886 | 21,1 0.3956 | 0,0033 0,84 
KC] 0,02 | 0,0177 | 209 0,3920 | —0,0003 | —0,08 
KCl 0,04 0,0359 | 19,0 0,3562 | —0,0361 | —9,2 
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1) 1 ccm Barytlésung 
8) 1 ccm Barytlosung 


P. Pfeiffer und J. Wirgler, 


Konzentrationseinfluf der Erdalkalisalze. 


0,01555 g. 
0,01521 g. 


*) 1 ccm Barytlésung 
*) 1 ccm Barytlésung 


5) com /10-NaOH. 
— EEE 





—= 





= 0,01337 g. 


0,01721 g. 





Mole Salz | Mole Salz | a Glykokoll Loéslichkeits- 
lin 10cem| ‘0sung zunahme 
in 10ccm ange- | an Gl. ge- — ™ ~ 
wandter Liésung | entupier lauge 2ccm {9 ccm in in 
| Lésung | ei g g 05 
CaCl, —0,00267 | 0,00234 | 12,63") | 0,4297 | 0,0374 9,53 
CaCl, —0,00534 | 0,00461 | 13,81 ) | 0,4697 | 0,0774 | 19,73 
CaCl, 0,0107 | 0,00900 | 16,08 *) | 0,5471 | 0,1548 39,46 
CaCl, _0,0214 | 0,0170 | 20,62') | 0,7016 | 0,3093 78,79 
SrCl,  0,0025 | 0,00219 | 14,572) | 0,4262 | 0,0339 8,64 
SrCl, 0,005 | -0,00432 | 15,94) | 0,4662 | 0,0739 18,79 
SrCl, —0,01 0,00849 | 17,79%) | 0,5210 | 0,1285 32,76 
SrCl, 0,02_—-|-0,0162— | 35,2 5) | 0,6602 | 0,2679 68,29 
Ba(Cl0,), 0,00412 | 0,00351 | 15,29°) | 0,5091 | 0.1168 | 29,77 
Ba(Cl0,), 0,00617 | 0,00520 | 14,434) | 0,5435 | 0,1512 | 38,54 
Ba(Cl0,), 0,00836 | 0,00693 | 15,664) | 0,5898 | 0,1975 | 50,34 


























Versuche mit 2 n-HCl als Lésungsmittel. 


1 ccm Natronlauge = 0,9987 ccm ®/:0-NaQOH. 
Léslichkeit von Glykokoll in 2 n-HCl = 0,6911 g pro 2 ccm. 






































, 
| ir Glykokoll 
Mole Salz in Glykokoll | . Léslichkeitszunahme 
10 ccm angewandter euaumiie - i 
Lésung NaOH 2 com 2 ccm in in 
ccm g g %o | 
LiBr 0,02 37,20 0,6966 0,0055 0,80 
NaBr 0,02 37,06 0,6941 0,0030 0,43 | 
KBr 0,02 36.85 | 06900 | — 00011 | — 0,16 
NaBr 0,02 37,06 | 0,6944 0,0030 0,43 
| 
NaNO. 0,02 40,12 | 0,7512 0,0601 8,70 | 
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c) Léslichkeit des d,l-Leucins in Salzlésungen. 


In den folgenden Tabellen befinden sich in der ersten Rubrik 
die Anzahl Mole Salz pro 10 ccm angewandter Lésung, in der 
zweiten die bei der Titration von je 10 ccm der an Leucin ge- 
sittigten salzhaltigen L6sungen nach der Methode von Sérensen 
verbrauchten Kubikzentimeter Baryt- resp. Natronlauge. In 
der nachsten Rubrik sind die Leucingehalte von je 10 ccm der 
titrierten L6sungen angegeben; die in der zweiten und dritten 
Rubrik links stehenden Zahlen entsprechen Proben, die nach 
zweitagigem Schiitteln, die rechtsstehenden Zahlen Proben, die 
nach dreitégigem Schiitteln den Réhrchen entnommen sind; die 
Zahlen in den tibrigen Rubriken sind ohne weiteres versténdlich. 


Vergleich der Alkalisalze. 
Léslichkeit des Leucins in reinem Wasser bei 20°: 0,0972 g pro 10 ccm. 








| 


| Léslichkeits- Zu- 

Mole Salz n/10- Leucin a nahme 

in 10 ccm ange-| NaOH in 10 ccm pro |. fiir 0,02 
wandter Lésung 10 ccm in |" Mole 
ccm g g | %o Salz 





LiCl 0,0228 |6,8 6,6 | 0,0892 0,0866 | —0,0093|-- 9,57|— 9,39 

NaCl 0,02 4,95 4,90| 0,0650 0,0643 | — 0,0325 | — 33,44 | — 33,44 

KCl 0,02 4,85 4,85) 0,0637 0,0637 | — 0,03835 | — 34,46 | — 34,46 

KBr 0,02 5,45 5,35) 0,0715 0,0702 | — 0,0263 | — 27,06 | — 27,06 

KJ 0,02 6,1 6,1 | 0,0801 0,0801 | —0,0171 | — 17,59 | — 17,59 

KNO, 0,02 7,1 7,0 | 0,0932 0,0919 | —0,0046|— 4,73|— 4,73 
Vergleich der Erdalkalisalze. 


Léslichkeit des Leucins in reinem Wasser bei 20°: 0,0984 g pro 10 ccm. 
1 ccm Barytlauge = 0,01757 g Ba(OH),. 


























Léslichkeits- Zu- 

Mole Salz Baryt- Leucin annie nahme 

in 10 ccm ange-| lésung in 10 ccm pro | fiir 0,005 
wandter Lisung 10 ccm in) Mole 
ccm g g %/o Salz 





| 

CaCl, —0,00571| 4,38 4,63) 0,1176 0,1243 | 0,0198 | 20,12 | 17,62 
SrCl, 0,005 | 4,09 4,28/ 0,1098 0.1149 | 00139 | 14,13 | 14,13 
BaCl, 0,005 | 4,18 4,28/ 0,1122 0,149 | 0,0152 | 15,44 | 15,44 
BaBr, —0,00487) 4,46 4,50/ 0,1197 0,1208 | 0,0218 | 22,15 | 22,75 
Ba(Cl0,), 0,00457) 4,70 4,90 0,1262 0,1315 | 0,0306 | 30,39 | 34,02 




















“et 


P. Pfeiffer und J. Wiirgler, 


Konzentrationseinfluf{ der Alkalisalze. 


Lislichkeit des Leucins in Wasser bei 20°: 





0,0972 g pro 10 ccm. 


Mittlere Zunahme 























KonzentrationseinfluB der Erdalkalisalze. 


Die mit einem Sternchen versehenen Zahlen beziehen sich auf Baryt 


Mole Salz Mho- | Leucin 

in 10 ccm ange- | NaOH | in 10 ccm pro | 

wandter Lésung | | 10 ccm ins ™ 

| ccm | g | %/o 
LiCl 00127 | 70-72 0,0919 0.0945 |—0,0040| — 4,11 
LiCl 0,0254 | 6,6 6,8 | 0.0867 0,0893 |—0,0092| — 9,46 
LiCl 00507 | 7,4 7.5 | 0.0972 0,0985 |-+-0,0006| + 0,6 
LiCl 0,114 © L 6,85 6,95  0,0900 0,0913 | — 0,0065| — 6,69 
NaC] 0,005 | 6,65 cn 0,0873  0,0886 | — 0,0092| — 9,46 
NaCl 0,001 6.10 6,15 | 0,0801  0,0808 | —0,0167| — 17,18 
NaCl 0,02 | 5,00 5,10  0,0657 0,0670 | —0,0809| — 31,79 
NaCl 0,04 | 295 2,95 | 0,0387 0,0387 | —0,0585| — 60,19 
NaCl (ges. Lsg.) | 2,1 1,9 | 0,0276 0,0249 | —0,0710| — 73,04 
KCl 0,005 |-68 68 | 0,0893 0,0893 |—0,0079| — 813 
KCl 0,01 6,2 61 | 0,0814  0,0801 | —0,0165| — 16,98 
KCl 0,02 | 4,9 485 | 0,0643  0,0637 | — 0,0332| — 34,16 
KC] (ges. Lsg.) | 2,7. 2,7 | 0,0355 0,0355 | — 0,0617| — 63,48 


lauge, die iibrigen auf "/1o-NaOH; 1 ccm Barytlésung = 0,01757 g Ba(OH),. 
Léslichkeit des Leucins in Wasser bei 20°: 0,0984 g pro 10 ccm. 
LL ——————————————————————————————A 


X/o-NaOH | 


| 


Mittlere Zunahme 























Mole Salz | resp | Leucin 
in 10 ccm ange- | Baryt- | in 10 ccm pro . 
wandter Lésung losung | 10 ccm in) 
ccm g °/o 
CaCl, 0,00297 | 8,13 8,20 | 0,1066 0,1075 | 0,0086 8,74 
CaCl, 0,00594 | 8,71 8,78) 01142 0,1151 | 0,0162 16,46 
CaCl, 0,0118 9,61 9,67  0,1260 0,1268 | 0,0280 | 28,45 
CaCl, 0,0237 — |10,59 10,65 | 01388 _0,1396 | 0,0408 | 41,46 
SrCl, -0,0025 | 4,05* 3,85* 0.1087 0,1034 | 0,0076 | 7,72 
SrCl, 0,005 | 4,08* 4,09* 01095 0,1098 | 0,0113 | 11,48 
SrCl, 0,01 | 3,97* 4,03* 0,1066 0.1082 | 0,0090 9,15 
SrCl, _0,02_——|_-3,88* 3,85* 0,1042 —0,1034 | 0,0054 5,49 
BaCl, 00,0025 | 8,03 8,09 | 0,1053 0.1061 | 0,0073 | 7,42 
BaCl, 0,005 8,50 860) 01115 01128 | 0,0137 | 13,92 
BaCl, 0,01 ' 848 852 01112 0,1117 | 0,01381 | 13,31 
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Versuche mit "/10-HCl als Lésungsmittel. 


Léslichkeit von Leucin in ®/10-HCl bei 20° 0,2219 g pro 10 ccm. 

















. | Von 
Mole Salz ‘Leucin ver-| Leucin | Léslichkeitszunahme 
in 10 ccm ange- | brauchte | jn 10 ccm | 
a n/1o-NaOH | pro 10 ccm in 
" ccm g | ing | %y 
LiCl 00,0194 10,78 | 0.1412 | —0,0807 | —36,37 
KCl 0,02 13,96 | 0,1829 | —0,0390 | —17,57 
KNO, 0,02 15,30 | 0,200 | —00215 | — 9,67 





Versuche mit "/1o-NaOH als Lésungsmittel. 


(Die Leucinlésungen reagierten gegen Thymolphthalein nicht alkalisch.) 
Léslichkeit von Leucin in ®/1o-NaOH bei 20° 0,2274 g pro 10 ccm. 








! 
| 








Mole Salz am Leucin Léslichkeitszunahme 
in 10 ccm ange- | tralisierte | jn 10 cem 
wandter Lisung | n/1o-NaOH | pro 2 ccm | in 
ccm g in g %o 
LiCl 0,0206 | 1622 | 0.2125 | —0,0149 | — 6,55 
NaCl 0,02 | 1459 | 0,911 | —0,0363 | — 15,96 
KCl 002 | 1465 | 01919 | —0,0355 | — 15,62 
KBr 0,02 =| ~=«-45,01_:~=«|~Ss(,1966 | —0,0308 | — 13,55 
KNO, 0,02 | 15,7: 0.2059 | —0,0215 | — 9,45 


Versuche mit "/2-NaOH als Lésungsmittel. 


(Die Leucinlésungen reagierten gegen Thymolphthalein alkalisch.) 
In diesem Falle wurden je 2 ccm der Lésungen titriert. 
Léslichkeit von Leucin in 2/2-NaOH bei 20° 0,1441 g pro 2 ccm. 














Mole Salz . Leucin | Léslichkeitszunahme 
in 10 ccm ange- | tralisierte | in 2 cem | . 
wandter Lisung | "/1o-NaOH | | pro 2 ccm | in 
ecm | g | ing | %9 
Licl 0,020 | 1050 | 0,1375 | —0,0066  —4,58 
NaCl 002 | 10,2 | 0,134 | —0,0100 | —6,95 


| 
| 
| 


NaNO, 0,02 | 1032 | 01352 


—0,0089 | —6,18 





146 





P. Pfeiffer und J. Wirgler, 


d) Léslichkeit der 1-Asparaginsaure in Salzlésungen. 


Uber die Bedeutung der einzelnen Rubriken siehe die Bemerkungen 


beim Leucin. 


Lislichkeit der]-Asparaginsdure in Wasser bei 20°: 0,0410g pro 10ccm. 





Vergleich der Alkalisalze. 


—————————————————————————————— 




































































aa Mittlere Zu- 
Mole Salz Asparaginsdure | Zynahme | nahme 
n/1o-NaOH . 
in 1 ccm ange- in 10 ccm pro | ™ fir 0,01 
wandter Lésung 10 ccm) — 
ccm g ing | % alz 
LiCl 0,0117 7,25 7,40} 0,0483 0,0493 | 0,0078| 19,02 | 16,09 
NaCl 0,01 7,95 7,90) 0,0530 0,0526 | 0,0118| 28,78 | 28,78 
KCl 0,01 8,1 81 | 0,0540 0,0540 | 0,0130; 31,71 | 31,71 
KBr 0,01 8,35 8,35) 0,0556 0,0556 | 0,0146| 35,61 | 35,61 
KJ 0,01 8.47 8,50| 0,0564 0,0566 | 0,0155;| 37,82 | 37,82 4 
KNO, 0,01 95 9,5 | 0,0633 0,0633 | 0,0223; 54,39 | 54,39 
K,SO, 0,005 10,3 10,3 | 0,0686 0,0686 | 0,0276| 67,31 _ 
Vergleich der Erdalkalisalze. 
Mittlere Zu- 
Mole Salz Asparaginsaure Zunahme __—| nahme 
: n/:o-NaOH 4 
in 10 ccm ange- in 10 ccm pro ; fiir 0,05 
wandter Lésung 10 ccm ” — 
ccm g in g Plo alz 
CaCl,  0,00528 | 9,46 9,60 | 0,0629 0,0638 | 0,0224; 54,63 | 51,86 
SrCl, 0,005 9,58 pone 0,0637 0,0638 | 0,0228) 55,61 | 55,61 
BaCl, 0,005 10,86 10,39 | 0,0689 0,0691 | 0,0280| 68,29 | 68,29 
Ca(NO,), 0,0049 | 11,25 11,40) 0,0748 0,0758 | 0,0343| 83,66 | 85,37 
SrBr, 0,00486 | 9,61 9,59} 0,0639 0,0638 | 0,0229! 55,85 | 57,46 
Sr(NO,), 0,005 | 11,95 12,00} 0,0795 0,0798 | 0,0387| 94,39 | 94,39 
Konzentrationseinflu8B der Alkalisalze. 
a N/t0- Asparaginsaure Mittlere Zunahme 
; NaOH in 10 ccm pro10ccm| _in 
angewandter Lésung| ccm g in g /o 
NaCl 0,005 | 7,14 6,98| 0,0475 0,0464 0,0060 14,63 
NaCl 0,01 7,73 7,72| 0,0514  0,0514 0,0104 25,37 
NaC] 0,02 8.35 8,14) 0,0555 0,0541 | 0,0138 33,66 
NaCl 0,04 8,48 8,57) 0,0564  0,0570 0,0157 38,29 
KBr 0,005 7,5 7,5 | 0,0499 0,0499 0,0089 21,71 
KBr 0,01 8,15 8,20; 0,0542 0,0545 0,0134 32,68 
KBr 0,02 96 9,6 | 0,0638 0,0638 0,0228 55,61 
KBr 0,04 | 11,10 11,15} 0,0738  0,0742 0),0330 80,49 
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Konzentrationseinflufi der Erdalkalisalze. 
i reen—e) 














Mole Salz | N/10- Asparaginsaure  Mittlere Zunahme 
in 10 ccm ange- | NaOH in 10 ccm pro 10ccm| ‘i. 
wandter Liésung | pa | g P 09 
CaCl,  —_-0,00429 | 91 92 | 0,0605 0,0612 | 0,0199 | 48,54 
CaCl, 0,00858 | 11,1 11,2 | 00738 0,0745 0,0333 81,22 
_CaCi, 0,01716 | 15,0 15,0 | 0,0998 0,0998 | 0,0588 | 1434 _ 
Sr(NO,), 0,00204 | 9,15 8,90| 0,0608 0,0592 | 0,0190 | 46,34 
Sr(NO,), 0,00408 | 11,15 11,29) 0,0741 0,0751 0,0336 81,95 
Sr(NO,), 0,00816 | 14,05 13,97; 0,0934  0,0929 | 0,0522 | 127,3 
Sr(NO,), 0,01632 | 20,10 20,22 | 0,1337 0,1346 | 0,0932 | 227,3 








Versuche mit /10o-NaOH als Lésungsmittel. 
(Die Lésungen reagierten sauer.) 





Léslichkeit der 1-Asparaginsidure in "/10-NaOH bei 20°: 0,1669 g pro 10 ccm. 























Von» Lislichkeits- 
Mole Salz Asparagin- | Asparaginsiure zunahme 

; siure neu- 
in 10 ccm ange- | tralisierte in 10 ccm pro | io 
wandter Liésung | "/10-NaOQH 10 cem in} 

| ccm g g | %/o 
LiCl 0,0197 | 24,67 0,1640 | —0,0029| — 1,74 
NaCl 0,02 25,67 0,1707 '+.0,0038| +- 2,28 
KCl 0,02 26,44 0,1756 '-+0,0087| + 5,21 
KBr 0,02 26,50 0,1762 | -.0,0093 | ++ 5,57 
KNO, 0,02 28,68 0,1907 1-0,0238 | -+- 14,26 


e) Léslichkeit der d-Glutaminsaure in Salzlosungen. 

















Léslichkeit der d-Glutaminsaure in Wasser bei 20°: 0,0669 g pro 10 ccm. 

















| | | Loslichkeits- 
| Mole Salz | n/10- Glutaminsdure | ios 
in 10 ccm ange- NaOH in 10 ccm lpro10ccm| rm 
wandter Lésung | _— g in g Oo 
LiCl 0,021 | 9.63 0,0707 0,0038 | 5,68 
KCl 0,02 | 11,94 0,0878 0,0209 | 31,24 
KNO, 0,02 | 1639 | 0,1205 0,0536 | 80,12 








Ziirich, Chemisches Universitatsinstitut, Januar 1916. 














Beobachtungen am frischen Harn und Kot von Porphyrinpatienten. 


Von 


Hans Fischer. 





(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie zu Innsbruck),') 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Marz 1916.) 


Vor einiger Zeit berichtete ich tiber das Urin- und Kot- 
porphyrin,?) zwei Porphyrine, die aus pathologischem Harn 
bezw. Kot isoliert wurden. Herr Professor Miiller, Miinchen, 
nahm nun den Patienten, von dem der Urin stammt, in seine 
Klinik auf, wodurch ich in die Lage gesetzt wurde, Urin wie 
Kot in frischem Zustand durch mehrere Monate hindurch zu 
untersuchen. Herrn Professor Miiller bin ich fiir sein Entgegen- 
kommen zu auferordentlichem Dank verpflichtet. 

Was nun zuniichst die Farbstoffe des Urins anlangt, so 
konnte auch hier neben dem charakteristischen Urinporphyrin 
das Kotporphyrin nachgewiesen werden, sodaf es sicher ist, 
dafi das Kotporphyrin des Urins nicht etwa sekundar durch 
Fiaulnis des Urinporphyrins entsteht. Auch dieser Befund spricht 
entschieden in dem Sinne, daf das Urinporphyrin das sekundire 


Produktist, das durch Carboxylierung des Kotporphyrins entsteht. 

Der griBte Teil des Farbstoffs ist in eiweiBfreier Form vorhanden und 
wird durch Essigséure niedergeschlagen. Ein Teil dieses Niederschlags 
ist dann in Methylalkohol-Salzséiure (trockener HCl) unldslich, dies ist 
eine Farbstoff-EiweiBverbindung. Ob es sich hier um eine feste Verbindung 
handelt oder nur um Adsorption, ist schwer zu entscheiden. (Vgl. I. Mit- 
teilung iiber Urinporph., Diese Zeitschr., Bd. 95, S. 56.) Ebenso bleibt 
nach der Veresterung ein in Chloroform unléslicher Rest, den ich nicht 


niher untersucht habe. 
Neben den beiden Porphyrinen wurde nun noch ein dritter 


Farbstoff von dem Aussehen des Hamatins beobachtet, der 
iibrigens auch schon von friiheren Autoren erwéhnt worden ist. 
Dieser Farbstoff hat jedoch mit Hamatin nichts zu tun, denn 
er ist véllig eisenfrei. Nach der kolorimetrischen Bestimmung 
ist von ihm ziemlich viel in dem Urin vorhanden, die Rein- 
darstellung ist mir jedoch nicht gegliickt, sodaB ich nicht sagen 
kann, was fiir ein Korper hier vorliegt. 

‘) Experimentell im physiol. Institut zu Miinchen ausgefihrt. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 95, S. 34 und Bd. 96, S. 148. 
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Endlich ist auch auf die hiiufigen Angaben iiber das Vor- 
kommen von « Urobilin» inden Porphyrinharnen niher einzugehen. 
Diese erkliren sich durch das Vorhandensein der Leukover- 
bindungen der Porphyrine, denn diese, besonders die des Kot- 
porphyrins, geben mit Zinkacetat in alkoholischer Loésung 
(Schlesingers Reagens) fluorescierende Lésungen mit dem 
scheinbar charakteristischen spektroskopischen Befund, dhnlich 
wie Mesobilirubinogen. Die Tafel erlaéutert die Verhiiltnisse niiher. 


Bilirubin Urin-, Kot-, Himato-, Meso-Porphyrin. 
| 
, \ ; 
Mesobilirubinogen U-, K-, H-, M-Porphyrinogen 
KS “ee > 
Mesobilirubin u. Urobilin. U-, K-, H-, M-, Porphyrin u. «Urobilin». 


Es ist also eine allgemeine Eigenschaft dieser Pyrrol- 
leukobasen, wie iibrigens auch zahlreicher einfacher Pyrrol- 
derivate, bei der Oxydation an der Luft «Urobilin» zu geben, 
eine Tatsache, auf die ich schon oft aufmerksam gemacht habe, 
allerdings ohne bis jetzt in der klinischen Literatur irgendwelche 
Beachtung zu finden. 

Wie man sieht, kann die Ehrlichsche Probe in den eben 
besprochenen Fallen entscheiden, welches «Urobilinogen» vor- 
liegt, denn bei den Leukoverbindungen der Porphyrine ist die 
Ehrlichsche Probe negativ, d. h. es entsteht zwar eine Rot- 
fiirbung, die aber durch die Bildung des Porphyrins bedingt ist, 
wie man sich durch die spektroskopische Beobachtung und das 
Verhalten heim Alkalisieren tiberzeugen kann, wihrend bei 
Mesobilirubinogen — Urobilinogen die Ehrlichsche Probe 
intensiv positiv ausfallt. In der Tat findet man auch bei den 
Autoren, soweit sie bei Porphyrinurinen die genannte Probe 
ausgefiihrt haben, die Angabe, dafi diese negativ ist. 

DaB es sich bei der positiven Fluorescenzprobe mit Zink- 
acetat beim Urin- und Kotporphyrinogen nicht etwa um das 
Entstehen des Zinksalzes des Urin- und Kotporphyrins handeln 
kann, habe ich durch Darstellung der Zinksalze der genannten 
Porphyrine in reinem krystallisiertem Zustand bewiesen. Diese 
zeigen in alkoholischer LOsung keine griinrote Fluorescenz und 
nicht das Urobilinspektrum. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 11 








150 Hans Fischer, 


Die erste und wichtigste Frage ist nun die, ob die in 
reinem Zustand dargestellten Farbstoffe stets bei der Porphyrin- 
urie ausgeschieden werden, oder ob verschiedene Farbstoffe 
auftreten. Das Nachstliegendste ist natiirlich, die in der Literatur 
vorliegenden Angaben zu prifen, und da ist die alteste Angabe 
iiber Porphyrinurie, die ich gefunden habe, 1874 im Archiv fiir 
Physiologie, Bd. 9, S. 568 von F. Baumstark. 

Dort berichtet der Autor tiber zwei pathologische 
Farbstoffe, die er bei einem Fall von Lepra beobachtet hat, 
und die er als Urorubrohamatin und Urofuscohaématin bezeichnet. 
Keyzer’) und Schulte,?) sowie F. N. Schulz*) sahen die von 
Baumstark gefundenen Farbstoffe als Hamatoporphyrin an 
und Giinther hat zuerst erkannt, daf es sich bei dem Baum- 
starkschen Fall, der in einer Inauguraldissertation von 
J. H. Schultz «Ein Fall von Pemphigus leprosus, kompliziert 
durch Lepra visceralis, Greifswald, 1874» beschrieben ist, nicht 
um Lepra, sondern um die von ihm zuerst als Erkrankung sut 
generis aufgefafte Porphyrinurie handelt. Vergleichen wir 
zunichst die Baumstarkschen Befunde mit den meinigen. 
Wie schon erwahnt, isolierte der Autor 2 Farbstoffe, und zwar 
fand er in 12 Tagen insgesamt 2 g, die Menge des Farbstoffes 
entsprach ungefahr der in dem von mir untersuchten Urin vor- 
handenen. Er unterschied zwei Farbstoffe, einen eisenhaltigen 
und einen eisenfreien. Der eisenhaltige, das Urorubrohamatin, 


hatte die Zusammensetzung 
CosHy,NgFe,0,, bezw. C,,H,,N,FeO,, *) 


Gefunden: Berechnet: 
C = 50,87 50,66 
H = 65,89 5,82 
N = 6,57 6,94 
Fe = 7,30 6,94. 





1) Uber Haimatoporphyrin im Harn. Inauguraldissertation, Amster- 


dam 1897. 
*) Uber Hamatoporphyrinurie, Deutsches Archiv fir klin. Med., 


Bd. 58, S. 313. 
*) Uber einige Farbstoffe des Harns, ihre Entstehung und Bedeutung. 


Erg. fiir Physiol. II 1. 
*) Heute wissen wir, da8 der Blutfarbstoff nur 34 Kohlenstoffatome 


besitzt, und ich habe deshalb die Werte, wie wir sie heute auffassen 
wiirden, daneben angegeben. 
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Baumstark sah seinen Farbstoff als ein Haimatin an, in dem 
8 Wasserstoffatome durch 4 Sauerstoffatome ersetzt sind plus 
16 H,O. Eine Begriindung fiir diese Anschauung wird nicht 
gegeben. Krystallinische Struktur wurde nie beobachtet. 

Das, was am meisten in die Augen springt und am wichtigsten 
ist, ist der hohe Eisengehalt, den Baumstark gefunden hat. 
Leider sind tiber die Ausfiihrung der Analysen die niheren 
Daten in der Arbeit nicht angegeben. Besonders findet sich 
keine Angabe dariiber, wie das Eisen bestimmt wurde. 

Gegen die Richtigkeit der Befunde spricht namlich die 
nun folgende Beschreibung der Beobachtung des Porphyrin- 
spektrums, aus der schon die oben genannten Autoren den 
Schluf gezogen haben, daf «Hamatoporphyrin» vorliegt. Wie 
ich nun gefunden habe, ist das Urinporphyrin tatsichlich 
imstande, Eisen komplex aufzunehmen, jedoch ist damit 
ein totaler Umschwung in dem spektroskopischen Ver- 
halten verbunden, und nach den Baumstarkschen Ana- 
lysen mit tiber 7°/o Eisen miifte der Hauptmenge nach das 
Komplexsalz vorgelegen haben. So miiften die Spektral- 
erscheinungen des Hiimatins beobachtet worden sein, wahrend 
Baumstark tatsachlich die eines Porphyrins beschreibt. Auch 
sonst sind zahlreiche Widersprtiche vorhanden, soda eine 
Deutung der Befunde unmdglich ist. 

Baumstark beschreibt dann einen zweiten Farbstoff, das 
Urofuscohématin, mit der Zusammensetzung 

C,H, ..N,0,, bezw. C,,H,,N,0,, ') 


Gefunden: Berechnet : 
C = 55,95 56,19 

H = 7,41 7,44 
N = 7,68 7,71 
Fe = 0,14 0,00, 


somit ein eisenfreies Himatin, worin das Eisen durch 4 Wasser- 
stoffatome ersetzt ist plus 16 H,O. 

Dieser Farbstoff ist also eisenfrei bezw. enthalt nur noch 
Spuren dieses Metalles und miiite demnach unbedingt in die _ 
Klasse der Porphyrine gehoéren. Dies ist nun nach Baum- 





1) Siehe FuBnote 4, S. 150. 


43° 
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stark (es sind Abbildungen der spektroskopischen Beobach- 
tungen gegeben) durchaus nicht der Fall, sondern nach 
diesem Autor ist ein spektroskopisches Verhalten beschrieben, 
wie es z. B. einem Gemisch von Hiématin mit einem Porphyrin 
entsprechen kénnte. Es wire z. b. ohne weiteres verstandlich, 
wenn der von Baumstark zuerst beschriebene Farbstoff ein 
solches Verhalten zeigen wiirde. 

Er glaubt dann weiterhin einen’ sicheren Beweis 
fiir den Zusammenhang der beiden von ihm beschriebenen 
K6rper mit dem Blutfarbstoff erbracht zu haben dadurch, «da 
es feststeht, wenn auch sonst die von mir (Baumstark) auf- 
gefundenen Formeln noch korrekturfaéhig sind, das Verhialtnis 
C:N = 68:8 = 8,5: 1 wie im Hamatin ist». Abgesehen davon, 
da dies natiirlich an sich kein Beweis wire, da es noch mehr 
K6rper mit einem solchen Atomverhialtnis gibt, ist auch das 
Verhiltnis dieser-Atome im Urinporphyrin = 10:1 und im 
Kotporphyrin = 9: 1. 

Auf solche Widerspriiche und Schwierigkeiten bin ich bis 
jetzt bei Beriicksichtigung der dlteren Literatur tiber Harn- 
farbstoffe stets gestofen, und das ist der Grund, weshalb ich 
diese in meinen Arbeiten in der Regel nicht beriicksichtigt habe. 
E's ist eine zeitraubende, bei der Ver6ffentlichung endlose Seiten 
fiillende Arbeit und etwas Positives ist meist nicht zu verzeichnen. 

Nebelthau hat dann ein Porphyrin aus dem Urin einer 
Patientin, die seinerzeit mit der Diagnose «hereditire Syphilis» 
beschrieben war und ebenfalls von Giinther richtig diagnostiziert 
wurde, isoliert, das ziemlich sicher in die Klasse der von mir 
gefundenen Porphyrine hineingehért. Nebelthau fand in seinen 
Praparaten eine geringe Menge Eisen (0,37 °/o) neben Phosphor- 
siiure und Calcium, iibrigens jedoch so wenig, daf es sich, wie 
schon Nebelthau vermutet hat, nur um eine Verunreinigung 
handeln kann. Ich habe selbstverstandlich auch die Rohprodukte 
aus meinen Urinen und ferner die Urine selbst auf das genaueste 
auf EKisengehalt untersucht und keine Vermehrung dieses Metalles 
finden kinnen. 

Weiterhin haben Rodelius und O. Schumm aus einer 
griBeren Portion Porphyrinharn den Farbstoff nach dem 
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Salkowskischen Verfahren abgeschieden und fanden in dem 
Rohprodukt neben Alkalisalzen nur eine Spur Eisen. Bei der 
trockenen Destillation des Farbstoffes fanden sie Pyrrol, ebenso 
wie schon Baumstark, jedoch ist aus diesen Befunden kein 
zwingender Schluf zu ziehen, da, wie schon friiher ausgefiihrt, 
es eine allgemeine Eigenschaft sehr vieler Kérper ist, bei der 
trockenen Destillation Pyrrol') zu liefern. Es ist also ein eisen- 
haltiges Porphyrin nur von Baumstark beobachtet worden, 
sollte diese Beobachtung richtig sein, ware sie von der gréBten 
Wichtigkeit. 

Auferdem liegen noch zahllose Angaben vor tiber die 
Loslichkeitsverhaltnisse von Porphyrin aus Urin, die sich nicht 
nur untereinander, sondern auch an sich widersprechen; die 
Ursache ist, dafi das allgemeine Verfahren der Darstellung 
der Porphyrine im Prinzip das war, daf nach der Nieder- 
schlagung des Farbstoffes auf irgend eine Weise dieser wieder 
mit Alkohol-Mineralsdure in Lésung gebracht wurde. Hier- 
durch trat partielle Veresterung ein, und offenbar wechselten 
natiirlich, je nachdem die Veresterung mehr oder weniger 
vorangeschritten war, die Léslichkeitsverhiltnisse, soda in ein 
und derselben Arbeit oft ganz verschiedene Angaben sich 
befinden. 

Was das Verhalten der Porphyrinurine gegen die Lisungs- 
mittel direkt nach dem Ansauern anlangt, so sind auch hier 
die Angaben sehr verschieden. Die Erklarung ist die, dai das 
Urinporphyrin in Ather unléslich, das Kotporphyrin léslich 
ist, und die Leukoverbindungen beider Farbstoffe lislich 
sind. Da alle drei bezw. vier Verbindungen, wenigstens in den 
von mir untersuchten Harnen, vorkommen, und die Leukoverbin- 
dungen leicht in die Farbstoffe iibergehen, ist es ohne weiteres 
verstandlich, dafi sich die verschiedenartigsten Angaben vor- 
finden miussen, 

Wir kommen nun zur Besprechung der Porphyrinurien, 
die im Anschlufi an Vergiftungen, besonders an die mit Sulfonal 
beschrieben worden sind. Der erste, der auf spektroskopischem 
Wege das Vorhandensein eines Porphyrins im Harn von mit 





1) Vgl. Neuberg, Salkowski-Festschrift. 
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Sulfonal. behandelten Patienten nachgewiesen hat, ist Sal- 
kowski.!) Kurz danach fand Hammarsten?) im Urin von 
Sulfonalpatienten ein Porphyrin und es gelang ihm, dies in 
krystallisiertem Zustand abzuscheiden. Zu einer Analyse oder 
Schmelzpunkt reichte die erhaltene Menge nicht aus, jedoch 
bin ich tberzeugt, da} Hammarsten einen KOrper isoliert 
hat, der entweder das von mir beschriebene Urin- oder Kot- 
porphyrin ist, oder aber ein Porphyrin mit einem Carboxyl- 
gruppengehalt zwischen 4 und 7. 

Stockvis’) hat nun versucht, auch im Tierexperiment 
Porphyrinurie durch Sulfonal zu erzeugen, und es gelang ihm 
bei Kaninchen regelmaébig, diese Krankheit zu erzeugen. 

Vanderlinden und de Buck,*) sowie Kast und Wei85) 
konnten nun dies positive Resultat in keiner Weise bestatigen, 
dagegen beobachteten sie in einzelnen Fallen im Harn von 
Sulfonalkaninchen neben Urobilin einen roten Farbstoff, «der 
in salzsaurer Lésung zwei Absorptionsstreifen zeigte, welche 
jedoch mit denen des salzsauren Hamatoporphyrins nicht zu- 
sammenfallen und in alkalischer Lésung verschwinden. Da 
es zu den charakteristischen Eigenschaften des Himatoporphyrins 
gehdrt, in alkalischer Lésung 4 typische Absorptionsstreifen 
auch bei starker Verdiinnung und zwar in so ausgesprochener 
Weise als in saurer Lésung erkennen zu lassen, so mu8 auf 
diesen Differenzpunkt groBer Wert gelegt werden.» 

O. Neubauer®) nahm dann 1900 diese Untersuchungen 
von neuem auf und konnte fast regelmafig durch Sulfonal Por- 
phyrinurie erzeugen. 

Auch die Homologen des Sulfonals wurden mit unter- 
sucht, Trional I 





‘) Uber Vorkommen und Nachweis des Hamatoporphyrins im Harn. 
Diese Zeitschr., Bd. 15, S. 286. 

?) Uber Himatoporphyrinim Harn. Skand. Arch. f. Physiol. III., S. 319. 

8) Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 28, S. 1 (1895). 

*) Bruxelles, Hayez 1894, Action physiologique des Disulfones acé- 
toniques, Sulfonal Trional et Tetronal. 

5) Berliner klin. Wochenschr. 1896, S. 621. 

*) Arch. f. exper. Pathol. u. Therap., Bd. 43, S. 456. 
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I. II. 
CH C= CH /S0,CH, 
CH,” SO,C,H, C,H,“ SO0,C,H, 
und Tetronal II erwiesen sich als wenig wirksam, wihrend das 
keine hypnotische Wirkung auslésende Dimethylsulfondimethyl- 


methan III 
Ill. IV. 


CH (/0,CHs CH /50:C.H; 
CH,“ SO,CH, CH,7 SO,C,H, 
in gleicher Weise Porphyrinurie erzeugte wie Sulfonal IV. 
Diathylsulfon V hatte geringe Wirkung, dthylsulfosaures 


V VI. 

Cally oll 
SO, SO, 

\c,H, NONa 


Natrium VI dagegen war wirkungslos, wie auch schon Kast 
und Weifi gefunden hatten. 

Was den roten Farbstoff anlangt, den letztere Autoren 
beobachtet hatten, so ist es sehr fraglich, ob es sich tiberhaupt 
um ein Porphyrin gehandelt hat. 

Dasselbe gilt fiir den von Stockvis erhaltenen Farbstoff, 
wenigstens fiir den Farbstoff des Urins, den Stockvis, Kast 
und Wei8 zusandte und der von Baumann, ebenso wie die 
Kastschen Urinfarbstoffe, in folgender Weise begutachtet wurde: 
«Der vorliegende Farbstoff ist sicher kein Hamatoporphyrin; iiber 
die genaue chemische Natur desselben kann, ohne daf gréfere 
Mengen des Korpers zur Verfiigung stehen, ein Urteil nicht 
abgegeben werden.» 

Dagegen kann es keinem Zweifel unterliegen, da bei den 
von O. Neubauer beobachteten Sulfonaltieren es sich um ein 
echtes Porphyrin gehandelt hat. Welcher Art dieses Porphyrin 
war, ist schwer zu sagen, weil auch hier wieder der nieder- 
geschlagene Farbstoff mit Alkoholsalzsaure gelost wurde, und 
dadurch die mit Hiimatoporphyrin Nencki tibereinstimmenden 
Léslichkeitsverhiltnisse kiinstlich erzeugt worden sein kénnen. 
Die Frage nach der Natur des bei Sulfonalporphyrinurie auf- 
tretenden Porphyrins ist also eine offene, iibrigens ist die Ge- 
samtmenge an Porphyrin, die Neubauer nach Sulfonaleingabe 
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bei Kaninchen erhielt, nicht grof. Sie betrug im giinstigsten 
Fall 12 mg in 2% Stunden. 

0. Neubauer hat gefunden, dafi Haimatoporphyrin Nencki 
nach subcutaner Einfuhr bei Tieren zum groften Teil durch 
die Galle in den Kot ausgeschieden wird, und es ist deshalb 
von Interesse, ob auch bei den Porphyrinurien, einerlei welchen 
Ursprungs, ein Porphyrin im Stuhl erscheint. Die erste, aller- 
dings negative Angabe hieriiber, finden wir bei Nebelthau. 

OQ. Schumm hat dann in den Faces bei Sulfonalporphyrin- 
urie 1911 ein Porphyrin auf spektroskopischem Wege nach- 
gewiesen und H. Giinther dann mit der gleichen Methode etwas 
spiter in dem von mir untersuchten Fall. 

Ich glaube, dafi in allen Fallen von Porphyrinurie der 
Farbstoff sich im Stuhl befinden wird, und daf er nur deshalb, 
so weit bis jetzt tiberhaupt darauf untersucht worden ist, der 
Beobachtung entging, weil er als Leukoverbindung vorkommt 
und die Leukoverbindungen der Pyrrolfarbstoffe ganz _ all- 
cemein die Fiihigkeit besitzen, nach zwei Richtungen in Farbstoffe 
iiberzugehen. Alle von mir untersuchten Leukoverbindungen 
geben bei der spontanen Oxydation neben dem Farbstoff, dem 
sie zugeh6ren, das sogenannte «Urobilin», ausgezeichnet durch 
die Fluorescenz beim Zusatz von Zinksalzen mit dem schein- 
bar charakteristischen, spektroskopischen Befund (vgl. oben). 

AuBerdem werden spektroskopische Befunde sehr leicht 
durch Beimengungen anderer Farbstoffe verdeckt, wie ich mich 
gelegentlich dieser Untersuchungen auf Schritt und Tritt tiber- 
zeugen mulite. So konnte ich auch aus dem Stuhl eines weiteren 
Porphyrinpatienten, bei dem mit den Utblichen klinischen 
Methoden ein Porphyrin nicht nachweisbar war, dieses in reinem 
krystallisierten Zustand gewinnen und durch den Schmelzpunkt, 
die Analyse und Uberfiihrung in das komplexe Kupfersalz mit 
dem Kotporphyrin aus dem Falle Petry identifizieren. 

Es ist hiernach wahrscheinlich, daB in allen Fallen von 
Porphyrinurie das gleiche Kotporphyrin erhalten werden wird. 
Dagegen scheint dies beim Urinporphyrin nicht immer der Fall 
zu sein, wie ich bei einer Porphyrinuriepatientin neuerdings 
gefunden habe. Es erscheint dies auch durchaus verstandlich, 
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da ja das Urinporphyrin sekundér durch Carboxylierung des 
Kotporphyrins gebildet wird, und es natiirlich nicht ohne weiteres 
zu erwarten ist, daf zu diesem immer gleich 4 Carboxylgruppen 
hinzu treten. Ubrigens habe ich schon im Falle Petry das Vor- 
kommen eines Zwischenproduktes mit 4 Carboxylgruppen sehr 
wahrscheinlich machen kénnen. (Vgl. diese Zeitschr. 96, S. 165.) 

Was nun die Farbstoffmengen anlangt, die der Organismus 
durch die Ausschaltung der Porphyrine tiglich verliert, so sind 
diese nicht unbetriichtlich. In meinem Fall betrug die Gesamt- 
ausscheidung an Farbstoff im Maximum 1 g tiiglich (Be- 
griindung im experimentellen Teil), wéhrend Salkowski bei 
einer Sulfonalporphyrinurie eine noch gréfere Menge beobachtet 
hat, némlich 0,87 allein im Urin. Der Kot des Patienten stand 
Salkowski nicht zur Verfiigung. Im Nebelthauschen Fall 
waren im Urin ca. 0,05 taglich vorhanden!) und bei Baum- 
stark ca. 0,2 g. Jedenfalls ist es, worauf Baumstark, 
sowie Salkowski aufmerksam machen, nicht gleichgiiltig, wenn 
erhebliche Quantitiiten dieser Farbstoffe ausgeschieden werden, 
sei es, dafi man mit Nencki und Sieber annimmt, dafh das 
Hamatoporphyrin (dafiir ist jetzt Porphyrin einzusetzen) normaler- 
weise, zum Aufbau des Blutfarbstoffes verwendet wird, oder 
dafi das Hamoglobin in der Leber unter Bildung von Haimato- 
porphyrin zerfallen kann. 

Eine uns ganz modern bertihrende Anschauung iiber diese 
Farbstoffe hat schon 1874 F. Baumstark vertreten. Er nimmt 
an, dai diese keine Zersetzungsprodukte des Hiimatins sind, 
sondern dafi sie durch eine fehlerhafte Leitung des chemischen 
Prozesses, durch welchen sonst das farbende Prinzip der roten 
Blutk6rperchen gebildet wird, entstehen, dai also das Material 
fiir ihre Bildung dasselbe sei, wie fiir das Hiimoglobin. Diese 
Anschauungsweise vertrat er hauptsichlich in Beriicksichtigung 
einer Milzschwellung, die bei seinem Patienten beobachtet wurde, 
und die bis zum Tode andauerte. Es ist nicht uninteressant, dal 
auch in dem Falle Petry eine erhebliche Milzschwellung besteht. 





‘) Ob diese relativ niedrigen Zahlen richtig sind, bezweifle ich. 
Nebelthau hat, wie schon friiher erwahnt, den Farbstoff durch Essig- 
siure abgeschieden und diese Methode setzt, wie ich mich an einem 
neuen Porphyrinuriefall tiberzeugte, eine gréBere Farbstoffmenge voraus. 
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Ein besonderes Interesse bietet in diesem Zusammenhang 
ein von C. Hegeler, Eugen Frankel und O. Schumm!) be- 
schriebener Fall von «Haimatoporphyria» congenita. Frankel hat 
die Sektion der Patientin, die allerdings in den letzten Wochen vor 
dem Tode kein Porphyrin mehr im Urin hatte, ausgefiihrt und unter 
anderem folgendes festgestellt: «In der Leber waren neben sehr 
reichlichem, fast ausschlieBlich in den Kupferschen Sternzellen 
abgelagerten stark eisenhaltigen Pigment geringe Mengen eines 
eisenfreien Pigments vorhanden. Die Milz zeichnete sich durch 
einen enormen Reichtum eisenhaltigen Pigmentes aus und das 
Knochenmark beherbergte endlich sehr reichliche Mengen eines 
grobkérnigen, in Haufen zusammenliegenden eisenfreien und 
eisenhaltigen Pigmentes. Weiterhin wurde gefunden, daf das 
Knochenmark sehr zahlreiche Erythroblasten von normoblasti- 
schem Typus enthielt, die als Ausdruck von auf lebhafte Re- 
generation roter Blutzellen hinweisenden Vorgiingen anzusehen 
waren und im Zusammenhang mit den Pigmentbefunden auf 
vorherigen massenhaften Untergang roter Blutzellen zu schlieBen 
berechtigen. In diesem vermutlich seit friihester Jugend er- 
folgten Zerfall roter Blutzellen wiirden wir den Schliissel fiir 
das Verstiindnis des ganzen Prozesses zu erblicken haben.» 

Diese Anschauung stimmt tiberein mit den Arbeitsresul- 
taten von Asher und Ebn6ther,?) die gefunden haben, dab 
die Milz imstande ist, Himoglobinlésungen innerhalb kurzer Zeit 
derart zu veriindern, dai die Hamindarstellung aus ihr nicht 
mehr gelingt. 

Ich habe schon in friiheren Mitteilungen die wohl von 
Nencki zerst vertretene Auffassung diskutiert, daf das dem Urin- 
und Kotporphyrin zugrunde liegende, sechs Sauerstoffatome 
enthaltende Porphyrin ein intermediaires Stoffwechselprodukt 
auf dem Wege Blut-Gallenfarbstoff sei. Auf die Erérterung der 
Frage, ob eine Stérung der Synthese, wie sie auch von Fried- 
rich Miller speziell mit Beriicksichtigung des Milzbefundes 
gelegentlich der Vorstellung des Kranken in seiner Klinik in 





1) Dtsch. Med. Wochenschr. 1913, S. 842. 
2) Das Zusammenwirken von Milz und Leber, ein Beitrag zur Lehre 
von der Funktion der Milz, Zentralblatt f. Physiologie, Bd. 30, S.61 (1915). 
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Betracht gezogen wurde, oder aber des Abbaus des Blutfarb- 
stoffs vorhanden sei, werde ich in einer spiteren Mitteilung 
bei Vorliegen von experimentellem Material eingehend zuriick- 
kommen, méchte jedoch nur kurz darauf aufmerksam machen, 
daB gegen eine Stérung oder falsche Leitung des synthetischen 
Prozesses die starken Schwankungen des Farbstoffgehaltes zu 
sprechen scheinen. 

Aus den ausgeschiedenen Farbstoffmengen hat nun Sal- 
kowski berechnet, dai 0,87 g  Himatoporphyrin’ etwa 
18,5 g Hamoglobin entsprechen, das sind nach Salkowski 
etwa '/32 des gesamten Hiimoglobinvorrates. Die von Sal- 
kowski angestellte Berechnung stimmt mit der fiir unseren 
Farbstoff ziemlich iiberein, da ja das Molekulargewicht der 
natirlichen Porphyrine durch den Eintritt der Carboxylgruppen 
gegentiber dem Himatoporphyrin erheblich erhoht ist. 

Es fragt sich nun, ob es tberhaupt notwendig ist, ein 
Zugrundegehen der Eiweifikomponente des Blutfarbstoffes mit 
anzunehmen. Ich halte dies fiir iuBerst unwahrscheinlich, und 
es scheint mir jedenfalls kein Grund vorzuliegen, dab die Eiweif- 
komponente nicht ohne weiteres wieder im KOrper verwertet 
werden kann. In einwandfreier Weise kénnte dies zweifellos 
leicht durch Stoffwechseluntersuchungen bei Porphyrinurien fest- 
gestellt werden, insbesondere unter Beriicksichtigung des Kiweil- 
minimums. Mangels eines Assistenten seit Kriegsbeginn ist mir 
diese Untersuchung leider unmoglich gewesen. Aber auch der ge- 
samte klinische Verlauf der Porphyrinurien spricht entschieden 
gegen eine weitergehende Beteiligung des Eiweifstoffwechsels. Die 
gesamten Krankheitserscheinungen sind offenbar bedingt durch 
die ungeheure Lichtgiftigkeit der Porphyrine, insbesondere des 
siebenfach carboxylierten, des Urinporphyrins. Kommen die 
Patienten ins Dunkle, bezw. selten in die strahlende Sonne, so 
haben sie fast keine Erscheinungen, wie man z. B. bei Petry 
wahrend seines Miinchener Aufenthalts konstatieren konnte und 
auch der Fal! Volmer, der seinerzeit in Marburg (vgl. die 
Abbildung im Archiv fiir Dermatol. 650, 234) die allerschwersten 
Erscheinungen bot, erreichte nach totaler Erblindung ein Alter 
von 65 Jahren. Wahrscheinlich ist die Kranke, nachdem sie 
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das Augenlicht verloren hatte, eben nicht mehr oder nur selten 
ans Licht gekommen und damit war die schaédigende Ursache 
von ihr ferngehalten. Der Verlust von ca. 1 g Farbstoff allein 
ohne die Eiweiikomponente diirfte keine grofe Rolle spielen, 
nachdem es keinem Zweifel unterliegen kann, daB der Korper 
die Synthese des Blutfarbstoffes leicht vollziehen kann. Auf 
diese Frage soll in einer spateren Mitteilung niher eingegangen 
werden. 
Experimenteller Teil. 

Zur besseren Ubersicht gebe ich die Gesamtausbeutezahlen 
der Urin- und Kotabscheidungen wiihrend der Zeit des Miinchener 
Aufenthaltes Petrys. Beim Urinporphyrin kann man, ohne 
einen groSeren Fehler zu begehen, die Rohausbeutezahlen an 
Ester gleich dem wahren Farbstoffgehalt setzen. Daf dies 
richtig ist, habe ich durch wiederholte kolorimetrische Messung 
der Chloroformlésung der Rohfarbstoffe festgestellt. 

Viel schwieriger sind die Verhiiltnisse bei der Stuhlunter- 
suchung zu beurteilen. Durch den Alkohol-Ather!) gehen zwar 
nur unbedeutende Mengen an Farbstoff verloren, aber die weitere 
Verarbeitung ist durch die schwierigen Filtrationsverhaltnisse 
so verschiedenartig, daB grobe Fehler nicht ausgeschlossen sind. 

Ich habe bei den Ausbeutezahlen aus Kot nur die des ana- 
lysenreinen Materials angegeben, es sind also Minimalaus- 
beutezahlen, und ich halte es nicht fiir ausgeschlossen, dafi die 
wirkliche vorhandene Farbstoffmenge die doppelte ist. 

Bequemer fiir die Gewinnung des Kotporphyrins scheint 
mir ein neues Verfahren zu sein, das ich aber erst zweimal 
angewandt habe: 

Die Stiihle werden auf dem Wasserbad in einer Porzellan- 
schale getrocknet und fein gepulvert (unter dem Abzug, Atmen 
durch ein Baumwollfilter!) In den bei der Bilirubingewinnung?) 
beschriebenen Réhren wird jetzt das Pulver in Papierhiilsen 
24 Stunden lang mit Ather extrahiert. Der Ather nimmt fast 
keine Farbstoffe auf. Jetzt wird 4—5 Stunden mit Alkohol 
absolut ausgezogen. Dieser farbt sich tieforange und nimmt 





1) Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 161. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 83, S. 216. 
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einen geringen Teil der Leukoverbindung des Porphyrins auf, 


von dem Farbstoff nur wenig. 
Das so vorbehandelte Pulver wird nun in der friiher be- 


schriebenen Weise!) dem Bicarbonatverfahren unterworfen. 


Urinuntersuchung. 


Zeitdauer 5. XI. 8 frith bis 9. 84 friih. Menge 6850 ccm, Rohaus- 
beute 1,2 g, Reinausbeute 0,65. F.P. 293°. 

Analyse; 4,196 mg Substanz 0,232 ccm N, bei 20° u. 704 mm Hg 
== 5,96%o N. 

Zeitdauer*) 10.—11. Menge 1700 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 0,3 g, Reinausbeute 0,1745. F.P. 288°. 

Analyse: 5,135 mg Substanz 0,294 ccm N, bei 19° u. 711 mm He 
= 6,26 °%o N. 

Zeitdauer 11.—12. Menge 1890 ccm, spez. Gewicht 1019, Rohaus- 
beute 0,3 g, Reinausbeute 0,1572 g. F.P. 294°. Aus den Mutterlaugen des 
mit Essigsiure versetzten Urins 0,9 g krystallisierte Harnséiure gewonnen. 

Analyse: 5,350 mg Substanz 0,297 ccm N, bei 19° u. 711 mm Hg 
= 6,07°%o N. 

Zeitdauer 12.—15. Rohausbeute 1,2 g, Reinausbeute 0,75 g. F. P. 


289°. 
Zeitdauer 15.—16. Menge 1950 ccm, spez. Gewicht 1022, Reinaus- 


beute 0,2352 g._ F. P. 294°. 

Zeitdauer 16.—19. Menge 5600 ccm, spez. Gewicht 1019, Roh- 
ausbeute 1,6 g, Reinausbeute 0,7 ¢. F. P. 294°. 

Zeitdauer 19.—22. Menge 5000 ccm, spez. Gewicht 1018, Roh- 
ausbeute 1 g, Reinausbeute 0,6830 g. F. P. 294°. 

Zeitdauer 22.—23. Menge 1600 ccm, spez. Gewicht 1017, Roh- 
ausbeute 0,5 g, Reinausbeute 0,1432 g._ F. P. 293°. 

Zeitdauer 23.—24. Menge 1650 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 0,5 g, Reinausbeute 0,1816. F. P. 292°. 

Zeitdauer 24—25. Menge 2150 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
heute 0,5 g, Reinausbeute 0,2712 g. F. P. 294°, 

Zeitdauer 25.—26. Menge 1950 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
ausbeute 0,4 g, Reinausbeute 0,2242 g._ F. P. 294°. 

Zeitdauer 26.—27. Menge 1550 ccm, spez. Gewicht 1019, Rohaus- 
beute 0,35 g, Reinausbeute 0,1406. F. P. 296°. 

Zeitdauer 27.—30. Menge 6300 ccm, spez. Gewicht 1016, Rohaus- 
beute 0,9 g, Reinausbeute 0,5888 g.  F. P. 293°. 

Zeitdauer 30. XI.—1. XII. Menge 2000 ccm, spez. Gewicht 1017, 
Rohausbeute 0,5 g, Reinausbeute 0,2437 g. 





') Diese Zeitschr., Bd. 96, S. 161. 
*) Stets in der eben angefiihrten Weise abgegrenzt. 
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Zeitdauer 1.—2. Menge 1800 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 0,5 g. Reinausbeute 0,1830 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 2.—3. Menge 1800 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohausbeute 
0,4 g, Reinausbeute 0,1800 g.  F. P. 294°. 

Zeitdauer 3.—4. Menge 1750 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
ausbeute 0,35 g, Reinausbeute 0,1631 g.  F.P. 292°. 

Zeitdauer 4.—7. Menge 6300 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 1 g, Reinausbeute 0,6 g. F, P. 294°. 

Zeitdauer 7.—8. Menge 1700 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 0,4 g, Reinausbeute 0,1432 g._ F. P. 293°. 


Purinfreie Kost. 


Zeitdauer 8.—9. Menge 1100 ccm, spez. Gewicht 1019, Rohaus- 
beute 0,3 g, Reinausbeute 0,0903 g.  F. P. 293°. 

Zeitdauer 9.—10. Menge 1650 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 0,4 g, Reinausbeute 0,1660 g. F.P. 295°. Aus den Gesamtmutter- 
laugen des Urinporphyrins vom 5. XI.—10. XII. konnte in einwandfreier 
Weise das Kotporphyrin nachgewiesen werden. 

Zeitdauer 10.—11. Menge 1850 ccm, spez. Gewicht 1016, Roh- 
ausbeute 0,4 g, Reinausbeute 0,1928 g._ F. P. 293°. 

Zeitdauer 11.—14. Menge 5700 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
baute 0,9 g, Reinausbeute 0,5142 g._ F. P. 293°. 


Gewodhnliche Kost. 


Zeitdauer 14.—15. Menge 1600 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 0,35 g, Reinausbeute 0,1576 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 15.—16. Menge 1800 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 0,4 g, Reinausbeute 0,1637 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 16.—17. Menge 1800 ccm, spez. Gewicht 1018, Roh- 
ausbeute 0,4 g, Reinausbeute 0,1375 g. F. P. 292°. 

Zeitdauer 17.—18. Menge 1000 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 0,3 g, Reinausbeute 0,1201 g. F. P. 292°. 

Zeitdauer 18.—21. Menge 5000 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 1,1 g, Reinausbeute 0,4 g. F. P. 292°. 

Zeitdauer 21.—24. Menge 5300 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 1 g, Reinausbeute 0,4 g. 

Zeitdauer 24.—27. Menge 5100 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 0,8 g, Reinausbeute 0,6 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 27.—30. Menge 4100 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 1 g, Reinausbeute 0,6314. F. P. 292°. 

Zeitdauer 30. XII. 15.—3. 1. 16. Menge 6500 ccm, spez. Gewicht 
1018, Reinausbeute 0,6804 g. F. P. 292° 

Zeitdauer 3.—6. Menge 4700 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 1 g, Reinausbeute 0,5143 g. F. P. 292°. 
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Zeitdauer 6.—10. Menge 7050 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 1,4 g, Reinausbeute 0,8 g. F. P. 292°. Temperatur des Patienten 
stets normal. 

Zeitdauer 10.—13. Menge 5200 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohausbeute 
0,9 g, Reinausbeute 0,65 g. F. P. 292° Amputation der beiden Zeige- 
finger, Knochen rotbraun, Porphyrin mit Alkoholsalzsiure ausziehbar. 

Zeitdauer 13—17. Menge 4900 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 
beute 1 g, Reinausbeute 0,35 g. F. P. 292°. Temperatur bis 38,5 vom 
13—17., dann wieder normal. 

Zeitdauer 17.—20. Menge 3300 ccm, spez. Gewicht 1017, Roh- 
ausbeute 0,5 g, Reinausbeute 0,2110 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 20.—24. Menge 5200 ccm, spez. Gewicht 1018, Roh- 
ausbeute 0,8 g, Reinausbeute 0,3146 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 24.—27. Menge 5050 ccm, spez. Gewicht 1017, Roh- 
ausbeute 0,65 g Reinausbeute 0,3201 g._ F. P. 293°. 

Zeitdauer 27. I.—1.1I. Menge 9300 ccm, spez. Gewicht 1018, 
Rohausbeute 1 g, Reinausbeute 0,5543 g._ F. P. 292°. 

Zeitdauer 1—4. Menge 5900 ccm, spez. Gewicht 1017, Roh- 
ausbeute 1,2 g, Reinausbeute 0,6814 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 4—7. Menge 5400 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 1g, Reinausbeute 0,5836 g. F. P. 293° Patient fiihlt sich sehr 


schlapp. 
Zeitdauer 7.—10. Menge 6400 ccm, spez. Gewicht 1018, Rohaus- 


beute 1,7 g, Reinausbeute 0,7147 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 10.—14. Menge 7700 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 1,5 g, Reinausbeute 0,6543 g.  F. P. 293°. 

Zeitdauer 14.—17. Menge 6800 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 1,2 g, Reinausbeute 0,6124 g. F. P. 292°. 

Zeitdauer 17.—21. Menge 5820 ccm, spez. Gewicht 1017, Rohaus- 
beute 1,2 g, Reinausbeute 0,5143 g. F. P. 293°. 

Zeitdauer 21.—23, 8h friih. Menge 2800 ccm, spez. Gewicht 1017, 
Rohausbeute 0,75 g, Reinausbeute 0,2704 g. F. P. 293°. 

Auffallend ist das gewaltige Ansteigen der Farbstoffmengen unge- 
fahr von 1.11.16. ab. Wahrend der Winter 15./16. in Miinchen allgemein 
abnorm triib war, herrschte gerade um diese Zeit eine Schénwetterperiode. 
Wenn diese die Ursache der Farbstoffvermehrung ist, wird sich dies ja 
im Laufe des Sommers noch herausstellen. 


Schénwetterperiode, 





Stuhluntersuchung. 


6 Stiithle vom 5, XI. bis 12. XI. Ausbeute an reinem krystalliserten 
Kotporphyrinmethylester 0,1223. F. P. 252°. 

10 Stiihle vom 12.—26. Reinausbeute 2,2 g. F. P. 250—252°. 

16 Stiihle vom 26. XI1—15. XII. Reinausbeute 1 g. F. P. 252°. 

2 Stiihle vom 15.—19. Reinausbeute 0,1743. F. P. 251°. 

10 Stithle vom 19. XII. 15.—3.1.16. Reinausbeute 1,2 g. F. P. 252°. 
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10 Stiihle vom 3.—20. Reinausbeute 1,6 g. F.P. 251°. 

1 Diarrhoestuhl. Reinausbente 0,01920. F. P. 280°!! 

Analyse aber ergibt: 4,393 mg Substanz 0,304 ccm N, bei 18° und 
719mm Hg = 8,04%o N, d.i. der Wert fiir Kotester. 

10 Stiihle vom 20.—28. Reinausbeute 1,7 g. F. P. 251°. 


Neues Verfahren. 
7 Stihle vom 28.—7. II. Reinausbeute 2,25¢g. F. P. 251°. 
12 Stiihle vom 7.—21. Reinausbeute 1,9 g. F.P. 248°. 


Isolierung von Kotporphyrin aus frischem, unzer- 
setztem Urin. 


Als Ausgangsmaterial dienten die Mutterlaugen des Urin- 
porphyrins vom 4, 11. bis 10. 12. inkl. Die Gesamtmutterlaugen 
wurden zur Trockne eingedampft, in ca. 25 cem Chloroform 
gelist und in 300 ccm siedenden Methylalkohol eingegossen. 
Nach 24 stiindigem Stehen wurde eine Krystallisation von 0,520 g 
und Schmelzpunkt 239° gewonnen. Die Stickstoffbestimmung 
ergab N = 7,34. Nach nochmaligem Umkrystallisieren blieb der 
Schmelzpunkt konstant, der Stickstoffgehalt (7,49) ebenfalls, 
unter dem Mikroskop aber waren zwei verschiedene Krystall- 
formen zu erkennen. Offenbar handelte es sich um ein Gemisch 
von Urin- und Kotporphyrinester. Um eine Trennung zu er- 
zielen, wurde mit 40 ccm 10 °/oiger Natronlauge verseift, nach 
dem Verdiinnen mit Wasser filtriert und nach dem Ansauren 
mit 100 cem Eisessig ca. 8 mal ausgeithert, ohne Riicksicht 
auf den entstandenen Niederschlag. 

Der Niederschlag wurde abgesaugt und erwies sich nach 
der Veresterung als reines Urinporphyrin vom Schmelzpunkt 291°. 

4,642 mg Substanz gaben 0,255 ccm N bei 20° und 714 mg Hg. ') 
Berechnet: N = 6,05 °/o Gefunden: N = 6,01°%o. 

Der Atherextrakt wurde eingedampft und in tiblicher Weise 
auf Ester verarbeitet. Ausbeute an reinem krystallisierten 
Material 0,1023, Schmelzpunkt 248°, mikroskopisch die typi- 
schen Prismen des Kotporphyrins. 

5,384 mg Substanz gaben 0,411ccm N bei 20° und 714mm Hg. 
Berechnet: N = 8,07°/o Gefunden: N = 8,35 °/o. 

Eine zweite Bestimmung ergab N = 8,26. Zur weiteren 

Identifikation wurde die Hilfte in der tiblichen Weise in das 


') Saimtliche Stickstoffbestimmungen mikro-analytisch nach Pregl. 
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schon krystallisierende Kupfersalz tibergeftihrt, das in allen Eigen- 
schaften mit dem des Kotporphyrins tibereinstimmte. Sp. 281°. 


4,345 mg Substanz gaben 0,299 ccm N bei 18° und 704mm Hg. 
Berechnet: N = 7,41°%o Gefunden: N = 7,47 %o. 


Die alkoholischen Mutterlaugen der oben erwihnten 0,520 g 
vom Sp. 239° wurden zur Trockne verdampft, ebenfalls mit 
Natronlauge verseift und wie eben angefiihrt weiter verarbeitet. 
Ein Niederschlag schied sich nicht ab und nur ein relativ geringer 
Teil des Farbstoffes ging in den Ather. Der Atherextrakt wurde 
nach dem Eindampfen in tblicher Weise verarbeitet und gab 
0,04 g absolut einheitlich krystallisiertes Material, das unter dem 
Mikroskop wie Kotester aussah, jedoch 16° tiefer schmolz, 
nimlich bei 234°. Die Analyse ergab jedoch fiir Kotester 
stimmende Zahlen. 

4,320 mg Substanz gaben 0,323 ccm N bei 19° und 716mm Hg. 
5,230 >» > > O383 » N » 16° » 711 » Hg. 
Berechnet: N = 8,07°o Gefunden: N = 8,04 8,09°%/o. 

Zur weiteren Identifizierung wurde in iiblicher Weise das 
Kupfersalz gewonnen, das ebenfalls um 10° zu tief schmolz, 
nimlich bei 273°. Der Stickstoffgehalt stimmte jedoch wieder 
mit dem des Kotporphyrins tberein. 

4,068 mg Substanz gaben 0,276 ccm N bei 17° und 722mm Hg. 
Berechnet: N = 7,41 °/o Gefunden: N = 7,58 °/o. 

Es kann sich also jedenfalls um keine erhebliche Menge 

verunreinigender Substanz handeln. 


Verarbeitung der essigsauren Mutterlaugen des Urins 
nach der Fallung mit Eisessig. 


Die pro Liter Urin 8—10 cem Eisessig enthaltende Mutter- 
lauge des Urins lief das Porphyrinspektrum nicht mehr erkennen. 
LieB man die Mutterlauge 24 Stunden stehen, so krystallisierten 
in der Regel 0,9 bis 1 g Harnsdure aus der 24 stiindigen Menge. LO g 
dieser Harnséure wurden mit !/10-Natronlauge behandelt und 
dadurch der anhaftende Farbstoff entzogen, der sich als reines 
Urinporphyrin erwies. Die Ausbeute betrug 0,2 g reines krystalli- 
siertes Material. Ich erwihne dies deshalb besonders, weil 
spektroskopisch kein Porphyrin mehr nachweisbar war und 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCVII. 12 
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trotzdem nun wiederum diese nicht unbetrichtliche Menge an 
reinem Material gewonnen werden konnte. Nach meinen Er- 
fahrungen wird die Empfindlichkeit der spektroskopischen Proben 
bei Farbstoffgemischen durchweg tiberschitzt und speziell die 
chemische Erkenntnis der Natur des Harnporphyrins ist 
zweifellos durch die Uberschiitzung der Wichtigkeit der spektro- 
skopischen Beobachtung aufgehalten worden. 

Die essigsauren Mutterlaugen der Harnséure enthielten 
einen braunen, der Farbe nach Hamatin dhnlichen Farbstoff 
und ich habe diesen Farbstoff, veranlaBt durch das Erkennen 
eines schmalen Streifens im Rot bei einer konzentrierten Lésung, 
zuerst fiir Haimatin gehalten. Um Hamatin kann es sich jedoch 
keinesfalls handeln, da der Farbstoff eisenfrei ist. Da bei 
seiner Abscheidung dann auch haufig wieder das Porphyrin- 
spektrum beobachtet wurde, erklirt sich der Streifen im 
Rot ungezwungen aus dem Vorhandensein von Resten dieses 
Farbstoffes. Der braune Farbstoff ist abscheidbar sowohl durch 
Bleiessig, als auch durch Dialyse nach dem Baumstarkschen 
Verfahren.!) Seine Reindarstellung ist mir jedoch nicht 
gegliickt und ich verzichte deshalb auf die niahere Be- 
schreibung. Eisen in wagbarer Menge war nicht vorhanden. 


Blutuntersuchung von Petry. 


Zweimal hatte ich Gelegenheit, das Serum des Patienten 
auf Porphyrin zu untersuchen, jedoch beidemal ohne 
Erfolg. Selbstverstindlich habe ich ganz besonders darauf 
Riicksicht genommen, ob nicht etwa der Farbstoff als Leuko- 
verbindung vorhanden sei, jedoch konnte keinerlei Anhalts- 
punkt fiir das Vorkommen einer solchen gewonnen werden. 
O. Neubauer hatte die Freundlichkeit, das Serum mikroanalytisch 
auf verschiedene Bestandteile zu untersuchen, und er teilte mir 
folgendes mit: «Farbe: hellgelb (Porphyrin nicht nachweisbar), 
Durchsichtigkeit: etwas triib, spez. Gew.: 1,030, Gefrierpunkts- 
erniedrigung: 0,56°, Reststickstoff: 33, Harnséiure: 4,7, Krea- 
tinin: 0,92, Kreatin: 1,58, alles in mg ausgedriickt fiir 100 ccm 


') Reines Urin- und Kotporphyrin dialysieren auch nicht durch 
Pergament. 
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Serum. Dies sind normale Werte, Harnsiéure an der oberen 
Grenze des Erlaubten>. 

Wie schon an anderer Stelle angegeben wurde, hat auch 
Professor Plaut in der psychiatrischen Klinik mit dem Blut 
des Patienten die Wassermannsche Reaktion mit negativem 
Erfolg ausgefiihrt und dem genannten Autor fiel hierbei auf, 
da8 sich die BlutkOrperchen auffallend schnell absetzten. 

Gallenfarbstoff konnte ich gelegentlich einer Operation des 
Patienten im erbrochenen Mageninhalt mit Hilfe der Gmelinschen 
Farbenreaktion und des Ubergangs in das sogenannte « Biliverdin » 
nachweisen. 

Wahrend seines Miinchner Aufenthaltes lieB sich Petry 
die beiden Zeigefinger, da sie ihn beim Arbeiten wegen Ver- 
kriippelung hinderten, amputieren und ich konnte bei dieser 
Gelegenheit feststellen, daB die Knochen eine betrichtliche 
Menge von Farbstoff enthielten. ‘Sie waren rotbraun gefiarbt 
und mit Alkoholsalzsiure konnte der Farbstoff den Knochen leicht 
entzogen werden. Nach dem Alkalischmachen dieses Extraktes 
ging jedoch in Chloroform nicht eine Spur des Farbstoffes, 
es ist also sicher, dafi das Porphyrin in den Knochen nicht 
als solches vorhanden ist, sondern in anderer Form. Am 
nichstliegenden ist die Annahme einer Eiweifbverbindung, ich 
bezweifle nicht, daf es bei der Verarbeitung einer gréferen 
Menge von Knochen gelingen wird, die Natur des Pigmentes 
einwandfrei festzustellen. 


Komplexes Zinksalz des Urinporphyrinmethylesters. 


Das Zinksalz wurde in tblicher Weise durch Zusammen- 
giefen einer Eisessigldsung des Urinporphyrinmethylesters und 
Zinkacetat in Eisessig in prachtvoll krystallisiertem Zustand 
gewonnen. Es krystallisiert wie der Methylester und 1aBt sich 
aus Alkohol umkrystallisieren, zweckmabig am Soxhletapparat. 

4,267 mg Substanz gaben 0,226 ccm N bei 21° und 701 mm Hg. 
41380 >». » >» 0,321 mg ZnO. 
(,7H,,.N,O,,2Zn (Molekulargew. 989,79). Ber.: N = 5,66°%o Zn = 6,60°/o 
Gef.: N = 5,67°%o Zn = 6,24 °/o. 

Die spektroskopische Untersuchung mit dem Zeisschen 

Handspektroskop ergab 2 Streifen 1 575—565, II 550—540. 
12* 
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Kein Urobilinstreifen, intensiv rote Fluorescenz der alkoholischen 
Losung. 


Komplexes Zinksalz des Kotporphyrinmethylesters. 


Das Zinksalz wurde in der gleichen Weise wie das des 


Urinesters gewonnen. Lange Nadeln. 
4,825 mg Substanz gaben 0,334 ccm N bei 21° und 701 mm Hg 
4,004 » > » 0,421 mg ZnO. 
C,,H,)N,0,Zn (Molekulargew. 757,73). Berechnet: N = 7,40°/o Zn = 8,63 °/o 
Gefunden : N = 7,41°/o Zn = 8,440 


Spektroskopisch der gleiche Befund wie beim Zinksalz 
des Urinesters, auch hier zeigt die alkoholische Lésung keinen 
Urobilinstreifen und intensiv rote Fluorescenz. 


Urinuntersuchung des Porphyrinpatienten Heinrich 
Ditz, Bonn. 


Januar 1916 lief ich mir von dem von Giinther ent- 
deckten Porphyrinfall Ditz ca. 21 Urin unter Toluol zusenden. 
Der Urin war hellgelb wie normaler, jedoch waren im 
20 cm-Rohr spektroskopisch deutlich zwei Streifen bemerkbar, 
beim lingeren Stehen farbte sich der Urin eine Spur rotlich, 
enthielt also auch Leukoverbindung. Durch Zusatz von Natron- 
lauge liefi sich durch Erzeugung des Phosphatniederschlages 
der Farbstoff abscheiden. Dieser wurde ihm dann durch Alkohol- 
salzsiiure entzogen und es konnte nach dem tiblichen Verfahren 
eine geringe Menge Ester vom Aussehen des Urinporphyrinesters 
abgeschieden werden, zum Schmelzpunkt reichte die erhaltene 
Menge nicht aus, die spektroskopische Beobachtung des in Chloro- 
form gelésten Esters lieB keine Entscheidung zu, ob Urin- oder 
Kotester vorlag. Die Zahlen sind diese Zeitschrift, Bd. 97, S. 127, 


angegeben. 


Stuhluntersuchung von Ditz. 


3—4 Stiihle, aus Bonn zugeschickt, wurden mit Alkohol- 
ther verrieben und dann in der friiher beschriebenen Weise 
verarbeitet. Die Rohausbeute an chloroformléslichem Anteil 
betrug 0,2 g. Mit kaltem Methylalkohol wurden braune Schmieren 
herausgelist, die Krystallisation bleibt zuriick. Diese geht mit 
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sch6n roter Farbe mit Chloroform in Lésung und wird nach 
erfolgter Filtration mit heiBem Methylalkohol versetzt. Nach 
mehrstiindigem Stehen beginnt typische Kotporphyrinester- 
krystallisation, die nach 24 Stunden 10 mg betragt. Sp. 250 
bis 251°. 
4,105 mg Substanz gaben 0,299 ccm N bei 20° und 725mm Hg. 
Berechnet: N = 8,07° 0 Gefunden: N = 8,09°/o. 

Der Rest der Substanz, ca. 4 mg, wurde in der iiblichen 
Weise in das komplexe Kupfersalz iibergefiihrt, das absolut 
einheitlich in derben Prismen krystallisierte. Der Sp. war 
283-—84°, also auch iibereinstimmend mit dem des Kotporphyrin- 
esters vom Falle Petry. 

Ich hebe ausdriicklich hervor, daB im Stuhl dieses Pa- 
tienten spektroskopisch kein Porphyrin zu erkennen war; diese 
Untersuchung beweist wiederum die Uberlegenheit der chemi- 
schen Methode gegeniiber der Spektroskopie, eine Erfahrung, 
die auch Willstitter bei seinen Chlorophylluntersuchungen 
gemacht hat. Meiner Ansicht nach sollte die spektroskopische 
Methode bei wissenschaftlichen Arbeiten in der Regel nur auf 
reines krystallisiertes Material angewandt werden, ebenso wie 
es fiir andere physikalische Methoden schon lange fir selbst- 


verstandlich gilt. 


Uberfiihrung von Urin- und Kotporphyrin in die 
Leukoverbindungen. 


0,1 g Urinporphyrin wurde in 15 ccm Wasser aufge- 
schwemmt und hierzu 10 g Natriumamalgam zugegeben. Nach 
dstiindigem Schiitteln in einer verkorkten Flasche war vollkom- 
mene Entfarbung eingetreten. Die farblose Lésung ergab mit dem 
Ehrlichschen Reagens (Dimethylaminobenzaldehyd in Salz- 
siiure) keine charakteristische Rotfairbung in Ubereinstimmung 
mit den Blutfarbstoffderivaten, im Gegensatz zu denen des 
Gallenfarbstoffes. 

Mit Essigsaure neutralisiert und alkoholischer Zinkacetat- 
lésung versetzt, trat griinrote Fluorescenz mit dem Urobilin- 
streifen auf. In der Sonne trat diese Fluorescenz fast momen- 
tan auf. 
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Es wurde kein Versuch gemacht, die Leukoverbindung 
in reinem Zustand zu isolieren, sondern die farblose Losung 
der spontanen Reoxydation an der Luft tiberlassen, die 
sich sehr schnell vollzog. Zuerst trat Orangefirbung ein, die 
dann in Rot tiberging. Nach 24 Stunden wurde mit Essigséure 
angesduert, der rotbraune Niederschlag abfiltriert und in 
iiblicher Weise auf Ester verarbeitet. Es wurde reiner Urin- 
porphyrinmethylester wieder gewonnen. F. P. 293°. 

Analyse: 4,016 mg Substanz: 0,222 ccm N bei 17° und 709 mm Hg. 
Cy,H,9N,O,, (926,44). Berechnet: N = 6,05 °/o 
Gefunden : N = 6,07 °%/o. 

In analoger Weise wurden 0,1 g Kotporphyrin zur Leuko- 
verbindung reduziert. Hier dauerte es 6 Stunden, bis vollstandige 
Entfarbung eingetreten war. Neutralisiert man die LOsung und 
gibt alkoholische Zinkacetatlésung zu, so entsteht in der Sonne 
momentan, bei diffusem Licht nach einiger Zeit eine intensive 
griinrote Fluorescenz mit dem Urobilinspektrum. Die Ehrlich- 
sche Aldehydreaktion scheint hier positiv zu sein, jedoch so 
schwach, dai sie auf keinen Fall der Leukoverbindung des 
Kotporphyrins zukommen kann, sondern irgend einem in Spuren 
entstehenden Pyrrolderivat. 

Auch in diesem Falle wurde kein Versuch gemacht, die 
Leukoverbindung zu isolieren, sondern die farblose Lésung der 
tiickoxydation an der Luft tiberlassen. Bemerkenswerterweise 
erfolgte diese viel langsamer wie beim Urinporphyrin. Die 
Losung ist nach 24 Stunden nur dunkelbraun gefarbt; nach 
dieser Zeit wurde mit Essigsaéure angesiuert, der Niederschlag 
abfiltriert, verestert und in tiblicher Weise verarbeitet. Kry- 
stallisation wie Kotporphyrinmethylester und die Analyse 
bestatigte das Vorliegen dieser Verbindung. Die Ausbeute war 
minimal, offenbar war die Riickoxydation nur zum geringsten 
Teil erfolgt, wofiir auch die relativ schwache Farbung der 
Fliissigkeit vor dem Ansauern spricht. 

3,227 mg Substanz: 0,242 ccm N bei 17° und 701 mm Hg. 

CyoH,.N,O, (694,38). Berechnet: N = 8,07°/o 
Gefunden: N = 8,14°%,o. 
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Zur Kenntnis der indigobildenden Substanzen im Urin. 
1. Darstellung von indoxylschwefelsaurem Kalium aus 
menschlichem Urin. 

Von 


G. Hoppe-Seyler—Kiel. 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Marz 1916.) 








Von den im Urin vorkommenden Substanzen, welche bei 
Behandlung mit starken Saéuren und Oxydationsmitteln Indigo 
bilden, kommt hauptsachlich die von Baumann und Brieger’) 
zuerst dargestellte Indoxylschwefelséure in Betracht. Diese 
erhielten sie aus Urin nach Eingabe von Indol gemaB der 
Beobachtung von Jaffé, daf% Indolzufuhr Indikanausscheidung 
hervorruft. Aus Urin von Tieren, denen Orthonitropheny]l- 
propiolséure eingegeben war, habe ich dann auch _ indoxyl- 
schwefelsaures Kalium gewonnen,?) welches in allen seinen 
Eigenschaften und nach dem von mir bestimmten Schwefel- 
sduregehalt seiner Doppelverbindung mit Chinathonsaéure mit 
dem von Baumann und Brieger dargestellten Korper tiber- 
einstimmt. Ferner habe ich nach der in meiner Arbeit an- 
gegebenen Methode indoxylschwefelsaures Kalium aus normalem 
Hundeharn dargestellt.*) Otto‘) hat auch aus einem reichlich 
Indigo bildende Substanz enthaltenden Urin eines Diabetikers 
nach meiner Methode geringe Mengen davon erhalten, ohne 
sie aber zu analysieren. 

Aufer der Schwefelséureverbindung des Indoxyls ist auch 
die Indoxylglukuronsiure als indigobildende Substanz im Urin 
nachgewiesen worden. Schmiedeberg hatte ihr Vorkommen 
schon vermutet, und auch nach Orthonitrophenylpropiolséure 
fand ich im Kaninchenurin starkere Reduktion, Linksdrehung 
und Ausscheidung von Indigo bei kurzem Stehen an der Luft, 
was mir auf die Anwesenheit einer solchen leicht zersetzlichen 





1) Diese Zeitschr., Bd. 3, S. 254. 

2) Diese Zeitschr., Bd. 7, S. 403, 1883. 

3) Diese Zeitschr., Bd. 8, S. 79, 1884. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 33, S. 607, 1884. 
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Verbindung hinzuweisen schien.!) P. Mayer und C. Neuberg?) 
haben die Indoxylglukuronsdéure auch im Bleiessig-Ammoniak- 
niederschlag von normalem Urin nachgewiesen. C. Tollens®) 
hat durch Glukuronsiure und Atherschwefelsiurebestimmungen 
nach Indoleingabe beim Menschen, Stern‘) bei Tieren gefunden, 
daf dann neben Zunahme der Atherschwefelsiure auch eine 
solche der Glukuronsaure auftritt, namentlich, wenn eine sehr 
reichliche Indolzufuhr erfolgt, da dann der Organismus zur 
Bindung des gebildeten Indoxyls besonders auf die Glukuron- 
siure angewiesen ist. Wahrend Zufuhr von Phenol und Kresol 
namentlich starkere Glukuronsdureausscheidung hervorrufen, 
fiihrt Eingabe von Indol hauptsichlich zu Steigerung der Ather- 
schwefelsiure. Die Glukuronsaureverbindung des Indoxyls spielt 
also keine so groBe Rolle als indigobildende Substanz im Urin, 
wie die Indoxylschwefelsiure. Die Menge dieser Substanzen im 
Urin ist nun hauptsdchlich abhangig von der Bildung und Re- 
sorption von Indol bei der Eiweiffaulnis im Darmkanal. 

Ein Zweifel, dali das sogenannte Harnindikan wesentlich 
indoxylschwefelsaures Kalium sei, war nach den angefihrten 
Untersuchungen gar nicht denkbar. Nun hat aber Stanford®) 
bestritten, da die indigoliefernde Substanz im Harn indoxyl- 
schwefelsaures Kalium sei, weil er meint, daB sie sich zu leicht 
zersetze, was bei indoxylschwefelsaurem Kalium nicht der Fall 
sei. Dieser Schluf ist vollkommen falsch. Da er auch die Indo- 
xylglukuronsiure nicht anerkennt, so nimmt er an, daf es sich 
bei dem sogenannten Harnindikan des Menschen um eine bisher 
noch nicht isolierte Substanz handle. Da die oben angefiihrten 
Untersuchungen aber so sicher gegen diese Annahme sprechen, 
und da indoxylschwefelsaures Kalium durchaus nicht so schwer 
zersetzlich ist, so war von vornherein seinen Ausfiihrungen, 
die mit einer im Mifverhiéltnis zu der aufgewandten Arbeit 
und Griindlichkeit stehenden Lehrhaftigkeit und Uberhebung 





') Diese Zeitschr., Bd. 7, S, 425. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 29, S. 271, 1900. 
5) Diese Zeitschr., Bd. 67, S. 138, 1910. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 68, S. 52, 1910. 
5) Diese Zeitschr., Bd. 87, S. 188, 1913. 
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vorgetragen werden, kein Wert beizumessen. Wie ich noch 
in einer weiteren Arbeit zeigen werde, kommt es im Urin leicht 
zu Zersetzung der Indoxylschwefelséure durch Bakterienein- 
wirkung, und auch die Isolierung des indoxylschwefelsauren 
Kaliums aus menschlichem Urin ist nach der von mir ange- 
gebenen Methode sehr gut méglich, wenn man dies _ beriick- 
sichtigt und sorgfaltig arbeitet. Da indoxylschwefelsaures Kalium 
aus menschlichem Urin bisher nur in ganz geringen Mengen 
von Otto!) erhalten, aber nicht analysiert ist, so habe ich 
aus dem Urin eines an Darmtuberkulose leidenden Knaben, der 
reichlich Indigo bei der Jafféschen Probe lieferte, es isoliert. 

Es wurde nur ganz klarer, unzersetzter Urin genommen. 
Dieser wurde mdglichst rasch zum diinnen Sirup eingedampft, 
der Riickstand sofort mit reichlich Alkohol versetzt, in eine 
Flasche gespiilt. So wurden ca. 101 verarbeitet. 

Die abfiltrierte Loésung wurde mit der gleichen Menge 
Ather versetzt, 24 Stunden stehen gelassen, von dem zihen 
Bodensatz abgegossen, der Harnstoff mit konzentrierter alko- 
holischer Oxalsiurelésung in der Kialte gefallt, solange noch ein 
Niederschlag entstand, schnell filtriert und das Filtrat sofort 
mit konzentrierter Loésung von kohlensaurem Kalium bis zur 
alkalischen Reaktion geschiittelt. Dann wurde wieder filtriert, 
der Ather abdestilliert und der Rest zum dicken Sirup ein- 
gedampft, wobei durch tropfenweisen Zusatz von Kalilauge die 
Reaktion immer alkalisch erhalten wurde. Der Sirup wurde 
mit der ca. 20fachen Menge absoluten Alkohols versetzt und 
dann in einer Flasche 24 Stunden stehen gelassen. Der Nieder- 
schlag wurde dann abfiltriert. Er wurde noch mit 96°/oigem Al- 
kohol ausgekocht, doch schied sich aus diesem Extrakt auch auf 
Zusatz von Ather kein indoxylschwefelsaures Kalium aus. Die 
mit absolutem Alkohol erhaltene Lésung wurde nun mit reich- 
lich Ather versetzt, von den sich ausscheidenden Schmieren 
rasch abgegossen und dann in der Kilte stehen gelassen. Es 
schieden sich im Laufe der nachsten Tage Krystalle in Drusen 
an den Wanden aus. Diese wurden gesammelt und nochmals 
mit 96°/oigem Alkohol umkrystallisiert. 
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Die so erhaltenen weifen Krystalle gaben, im trockenen 
Reagenzglase erhitzt, purpurne Daimpfe, welche in den kalteren 
Teilen sich niederschlugen, lieferten Indigo, wenn ihre wisserige 
Lésung mit Salzsiure und Oxydationsmitteln versetzt wurden, 
und ergaben einen Niederschlag beim Erhitzen ihrer Loésung 
mit Salzséure und Chlorbaryum. Die Hauptmenge des so er- 
haltenen indoxylschwefelsauren Kaliums befindet sich zuletzt 
in dem mit absolutem Alkohol erhaltenen Extrakt, wahrend 
dem Riickstand, der bei dem nach Orthonitrophenylpropiol- 
siure erhaltenem Urin auch reichlich davon enthielt, bei der 
Darstellung aus Menschenurin nur wenig davon beigemengt ist. 
Schon aus meiner ersten Arbeit geht hervor, da man bei der 
Darstellung mit grofen Verlusten arbeitet. In den sich aus- 
scheidenden Schmieren ist immer ein nicht unbetrichtlicher 
Teil der Indoxylschwefelséure enthalten. Dann ist zu beriick- 
sichtigen, dafi die Menge der im Urin ausgeschiedenen Indoxyl- 
schwefelsiiure selbst bei starker Indigoreaktion nicht groB ist. 
Der Urin dieses Kranken, der sehr starke Indigoausscheidung 
gab, enthielt gew6hnlich 0,034 g SO, als Atherschwefelsdure 
in 100 cem. Dies wiirde, wenn alle Atherschwefelsdure aus 
Indoxylschwefelséiure bestinde, 0,09 g indoxylschwefelsaurem 
Kalium entsprechen. In den 101 Urin, die ich verarbeitete, 
konnten also héchstens 9 g davon enthalten sein. Da nun 
aber ein Teil der Atherschwefelséure mit Phenol und anderen 
aromatischen Produkten der Eiweiffaulnis in Verbindung steht, 
so ist die Menge bedeutend geringer. Daher war unter Mit- 
wirkung der bei der Darstellung eintretenden Verluste die Aus- 
beute eine ziemlich geringe. 

Um die erhaltene Substanz als indoxylschwefelsaures 
Kalium zu identifizieren, bestimmte ich nun noch die in ihr 
enthaltene Schwefelsdure. 

Eine Menge von 0,203 g wurde in Wasser geldst und 
auf dem Wasserbad mit konzentrierter Salzsiure und Chlor- 
baryum zersetzt. Es wurde nun nur 0,0502 g SO, gefunden, 
die 0,131 g indoxylschwefelsaurem Kalium entsprechen. Die 
nach Abfiltrieren des schwefelsauren Baryums erhaltene Lésung 
gab mit Chlorealcium im UberschuB versetzt und mit Ammoniak 
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stark alkalisch gemacht einen Niederschlag, der auf eine Bei- 
mengung von oxalsaurem Kalium infolge der Ausfillung des 
Harnstoffs mit tiberschiissiger Oxalsdéure hinwies. Ich bestimmte 
nun die Oxalsdure nach dem von Schreiber, sowie Auten- 
rieth und Barth’) angegebenen Verfahren. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wurde auf einer Nutsche durch ein Doppelfilter ge- 
saugt, zuletzt der Niederschlag darauf gebracht, mit wenig 
Wasser nachgespiilt, der Niederschlag in 15°/oiger Salzsaure 
gelist, die Lésung 5 mal mit einem Gemisch von 150 ccm Ather 
und 5ccm absolutem Alkohol ausgeschiittelt, das Extrakt mit 
5 ccm Wasser versetzt, der Ather abdestilliert, der Riick- 
stand auf ein kleines Volumen eingedampft, mit Chlorcalcium 
und Ammoniak versetzt, dann mit verdiinnter Essigsaiure schwach 
angesduert, 24 Stunden stehen gelassen und abfiltriert. Der 
Riickstand ergab im Tiegel gegliiht 0,0275 CaO, entsprechend 
0,079 oxalsaurem Kalium. 

Da die Differenz zwischen der Menge der verwendeten 
Substanz und dem aus der Schwefelséure berechneten indoxyl- 
schwefelsauren Kalium 0,072 g betrug, so bestanden also die 
dargestellten Krystalle zum Teil aus oxalsaurem Kalium, die 
Hauptmenge aus indoxylschwefelsaurem Kalium. 

Es wurde nun ein Teil der gewonnenen Krystalle zur 
Beseitigung des oxalsauren Kaliums nach Ellinger?) in wenig 
Wasser geldst, erhitzt mit einem Uberschu8 von Kalkwasser 
versetzt, um die Oxalsdure auszufallen, filtriert, das Filtrat mit 
Kohlensaure gesattigt, der gebildete kohlensaure Kalk abfiltriert, 
das Filtrat zur Trockene verdampft, der Riickstand nochmals 
mit Alkohol extrahiert. Von den aus der alkoholischen Lésung 
ausgeschiedenen Krystallen wurde ein Teil zu einer Schwefel- 
sdurebestimmung verwandt. Diese ergab: SO,: gefunden 38,9 °/o, 
berechnet fiir C,H,NSO,K 38,2°/o. Die Krystalle bestanden 
also aus reinem indoxylschwefelsaurem Kalium. Dieses 
ist also als indigobildende Substanz des menschlichen 
Urins sicher festgestellt. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 35, S. 327. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 38, S. 182. 














Die Chemotaxis von Bakterien gegen optisch-aktive Aminosauren. 
Von 


Hans und Ernst G. Pringsheim. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin und dem hygienischen Institut der 
Universitat Halle, Stellvertretender Direktor: Dr. W. Schtirmann.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31, Marz 1916.) 





Die optisch-aktiven a-Aminoséuren und ihre Derivate 
kommen in der Natur immer nur in Form ein und derselben 
Komponente vor, welchen Ursprungs sie auch immer sein mégen. 
Ausnahmen von dieser Regel haben der Nachpriifung nicht zu 
widerstehen vermocht: so wurde fiir das vermutliche Vor- 
kommen von Rechts-Asparagin in Wickenkeimlingen bewiesen, 
daB es bei der Extraktion aus dem natiirlichen 1l-Asparagin 
entstanden war,') und auch das Ratanhin hat sich schlieBlich 
mit dem aus dem natiirlichen Tyrosin hergestellten 1-N-Methyl- 
tyrosin identisch erwiesen.?) Diese Gesetzmibigkeit*) spiegelt 
sich im physiologischen Verhalten der beiden o-Aminosdure- 
komponenten. Im allgemeinen wird die natiirliche Komponente, 
wenn man sie Schimmelpilzen als Stickstoffquelle bietet, starker 
assimiliert als ihr Antipode.*) Jedoch sind auch Falle beobachtet 
worden, wo keine derartige Auslese stattfand.*) Weit spezifischer 
wirkt die Hefe, welche bei der alkoholischen Garung die natiir- 
liche Komponente zuerst angreift,®) dann bei Mangel an dieser 
das Antilogen zu zerlegen beginnt,*) bis auch dieses schlieflich 
ganz aufgebraucht werden kann. ®) 


') H. Pringsheim, Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 89 (1910). 

*) E. Fischer und W. Lipschitz, Ber., Bd. 48, S. 360 (1915). 

5) Sie umfaBt iibrigens nicht das Gesamtgebiet der Naturprodukte; 
in der Zuckerreihe sind beide Komponenten ein und desselben Zuckers 
als Naturprodukte aufgefunden worden. So ward die d-Arabinose im 
Aloin aus Barbados-Aloe entdeckt, wahrend inaktive Arabinose, Galaktose 
und Ribose natiirlichen Ursprungs beobachtet wurden. Auch Milchsaure 
findet sich in beiden optisch-aktiven Formen als Naturprodukt, die Apfel- 
siure als racemische Verbindung. 

*) Literatur bei H. Pringsheim, Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 96 (1910). 

5) F. Ehrlich, Biochem. Zeitschr., Bd. 1, S.7 (1906). 

6) H. Pringsheim, Biochem. Zeitschr., Bd. 3, S. 244 (1907). 
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Noch weit schiirfer tritt der optische Unterschied zutage, 
wenn Aminosiiuren aus Polypeptiden durch Fermente abge- 
spalten werden. Bei der weitaus gréften Zahl der untersuchten 
Fille werden iiberhaupt nur Polypeptidketten gespalten, die 
sich aus den natiirlichen Komponenten der Aminoséuren zu- 
sammensetzen. Die einzige bisher bekannte Ausnahme von dieser 
Regel findet sich im Verhalten der Fermente einiger Schimmel- 
pilze, die auch unnatiirliche Polypeptide zu spalten vermégen. ') 

Uns interessierte das Verhalten beweglicher Bakterien 
gegeniiber optisch-aktiven Substanzen, die Frage, ob die takti- 
sche Anlockung durch die sterische Lage der Atome im Molekil 
beeinflu{t wird oder nicht. Dieses Problem ist mit dem der 
bevorzugten Aufnahme als Nahrungsstoff keineswegs identisch, 
denn es gibt Stoffe, die fiir die Ernahrung nicht in Frage 
kommen, ja die in hdéheren Konzentrationen als starke Gifte 
wirken wie Ather, und die doch positiv-chemotaktisch wirken 
koénnen. Weit eher liefe sich die chemische lokomotorische 
Reizbarkeit mit der der Geschmacksnerven vergleichen, die auf 
verschiedene Komponenten derselben Verbindung verschieden- 
artig reagieren kénnen.*) Derartige Geschmacksdifferenzen sind 
grade bei Aminoséuren in zahlreichen Fillen beobachtet 
worden.?) Das gilt auch fiir zwei der in den Kreis unserer 
Untersuchung gezogenen: d-Leucin schmeckt ausgesprochen 
stiB, 1-Leucin fade und schwach bitter, d-Phenylalanin schmeckt 
stark siif, ]-Phenylalanin leicht bitter. 

Nun diirfte sich kaum auf irgend einem Gebiete der 
Biochemie die Bedeutung des molekularen Baues der wirk- 
samen Substanzen so unmittelbar zeigen wie auf dem der 
chemischen Reizbarkeit. Innerhalb dieses Gebietes wiederum 
ruht die Erforschung der Chemotaxis frei beweglicher Orga- 
nismen auf der sichersten experimentellen und theoretischen 
Grundlage. Es war deshalb verlockend, die Verschiedenheiten 





1) E. Abderhalden und H. Pringsheim, Diese Zeitschr., Bd. 59, 
S. 249 (1909). 

*) Ausfiihrliche Literatur bei Georg Cohn. Geschmack und Kon- 
stitution bei organischen Verbindungen, Ferdinand Enke, Stuttgart 1919, 
S. 14. 
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in der sterischen Anordnung der Atome, die die Komponenten 
optisch-aktiver Stoffe unterscheiden, in ihrem Einflu® auf die 
chemotaktische Wirksamkeit zu studieren. Fiir diesen Zweck 
kamen vor allen anderen Organismen die Bakterien in Betracht, 
die sich am leichtesten rein kultivieren und in einem indifferenten 
Medium untersuchen lassen. 

Die genaue Erforschung der Chemotaxis einiger Orga- 
nismen macht es begreiflich, daf man dabei auch schon auf 
einige physikalisch-chemische Fragen stieB, die eine gewisse 
Verwandtschaft mit der unsrigen aufweisen. Schon in seiner 
ersten Arbeit entdeckte Pfeffer die Unwirksamkeit des Apfel- 
siiurediathylesters gegentiber Farnsamenfaden, die durch andere 
Verbindungen der Apfelsiure angelockt werden. Dieser Fall 
wurde dann von Ostwald auf Grund der Dissoziationsver- 
haltnisse erklart und die Wirkung den Malationen zuge- 
schrieben.- Unserem Problem noch verwandter ist der gleich- 
falls von Pfeffer herriihrende Nachweis, dag Maleinsaure 
chemotaktisch wirkt, die stereoisomere Fumarsadure aber 
nicht. Spiater hat besonders Shibata!) die Bedeutung 
des molekularen Aufbaues der organischen Sduren fiir die 
Chemotaxis der Pteridophyten-Spermatozoen aufgeklart. Er 
hat auch die Chemotaxis der Samenfiaden von Isoétes gegen- 
iiber Trauben- und d-Weinsaure gepriift und keinen Unter- 
schied gefunden, woraus er schlieft, da «die die optische 
Isomerie bedingende Raumanordnung der Atome keine Bedeu- 
tung fiir die chemotaktische Wirkung» habe.?) Dieser SchluB 
kann aber wenigstens aus den von ihm mitgeteilten Versuchen 
nicht gezogen werden. Denn nimmt man selbst ganzliche 
Unwirksamkeit der nicht gepriiften ]-Weinsaure an, so kénnte 
die Schwelle der Traubenséure doch nur auf die doppelte 
Konzentration gegeniiber der d-Weinsaure verschoben sein. 
Der Verfasser hat aber bei den Schwellenbestimmungen?) nur 
mit dezimalen Abstufungen gearbeitet. Vergleicht man die An- 





') K. Shibata, Untersuchungen iiber die Chemotaxis der Pteri- 
dophyten-Spermatozoiden. Jahrb. f. wissensch. Botan., Bd. 49, S.1, 1911. 

 a.a. 0., 8. 18. 
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gaben fiir 1/100 Mol, so scheint sich sogar eine gréfere Wirk- 
samkeit der d-Weinsdure, also der natiirlichen Komponente, 
zu ergeben. 

Auch Fritz Miller!) hat eine Anzahl bedeutungsvoller 
Beziehungen zwischen chemotaktischer Wirksamkeit und chemo- 
taktischer Konstitution aufgefunden. So erwiesen sich den 
Saprolegniaschwirmern gegeniiber die Amino-iso-butter- und 
Amino-iso-valeriansiure bedeutend weniger anlockend als die 
entsprechenden Amino-n-saéuren. Auch die Stellung der Amino- 
gruppe in Séureamiden resp. Aminosdéuren war von Bedeutung. ®) 
Die Reizschwelle ist nimlich fiir die Saureamide bedeutend 
hoher als fiir die Aminosaéuren. In den angefiihrten Arbeiten 
finden sich noch weitere Beispiele fiir die Bedeutung des 
molekularen Aufbaues bei der Chemotaxis. 

Bevor wir an unsere Aufgabe herangehen konnten, die 
Bedeutung des optischen Drehungsvermégens der Aminosauren 
fiir die Chemotaxis der Bakterien festzustellen, muften erheb- 
liche experimentelle Schwierigkeiten tiberwunden werden, die 
eine breitere Erforschung der chemotaktischen Wirkung or- 
ganischer Stoffe bei Bakterien noétig machten. Die betreffenden 
Ergebnisse sollen an anderer Stelle verdffentlicht werden. Hier 
wollen wir nur das zum Versténdnis der Versuche mit optisch- 
aktiven Stoffen methodisch Notwendige darlegen. 

Nach der von Pfeffer’) herrihrenden Versuchsanord- 
nung wird die chemotaktische Anlockung dadurch erzielt, daB 
ein feines Glasréhrchen mit der zu priifenden Lésung gefiillt 
und in den Tropfen geschoben wird, der die gut beweglichen 
Organismen enthalt. Ist die Substanz wirksam, so sammeln 
sich bald zahlreiche Individuen vor der Offnung, ein Vorgang, 
der auch mit schwacher Vergréferung oder selbst mit blofem 
Auge beobachtet werden kann. Ubt die Fliissigkeit durch zu 
hohe Konzentraticn, saure oder basische Reaktion und der- 





1) Fritz Miiiler, Untersuchungen iiber die chemotaktische Reizbar- 
keit der Zoosporen von Chytridiazeen und Saprolegniazeen. Jahrb. fir 
wissensch, Botanik, Bd. 49, 1911, Diss. Leipzig. 

*) a. a. O., Diss., S. 39—41. 

5) W. Pfeffer, Lokomotorische Richtungsbewegungen durch che- 
mische Reize. Untersuch. aus d. Botan. Inst. zu Tiibingen, Bd. I, 1884. 
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gleichen neben der anlockenden auch eine abstoBende Wirkung 
aus, so macht sich eine Ringbildung bemerkbar, weil die Or- 
ganismen sich in einer bestimmten Diffusionszone ansammeln. 
Bei guter Chemotaxis aber dringen sie schlieflich in Massen 
in die Kapillare ein. Wird die Konzentration des anlockenden 
Stoffes herabgesetzt, so wird die Ansammlung zuletzt immer 
schwicher und verliert sich schnell wieder. Die duBerste 
Grenze, bei der gerade noch eine schwache Anlockung erkenn- 
bar ist, nennt man die «Konzentrationsschwelle». Sie ist von 
der Art des Organismus und des Stoffes sowie von anderen 
Bedingungen abhadngig, kann aber fiir einen jeden bestimmten 
Fall mit einer gewissen Sicherheit ermittelt werden. 
Besondere Verhiltnisse ergeben sich, wenn sich die Ver- 
suchsorganismen nicht in Wasser oder einer indifferenten Fliissig- 
keit befinden, sondern in einer Lésung, die den chemotaktisch 
wirksamen Stoff gleichfalls enthalt. Dann muf die Kapillaren- 
fliissigkeit diesen Stoff in einem gewissen Konzentrations- 
iiberschu8 enthalten, um wirksam zu sein, und zwar fand 
Pfeffer innerhalb weiter Grenzen hierftir das Webersche 
Gesetz giiltig. Es besagt fiir unsern Fall, dafi in der Kapillare 
ein bestimmtes und in weiten Grenzen gleichbleibendes Viel- 
faches der Konzentration der Aufenlésung vorhanden sein 
muB, um gerade noch Chemotaxis zu bewirken. Wir haben 
also eine konstante «Verhaltnisschwelle». Befindet sich in der 
AuBenfliissigkeit nicht dieselbe, sondern eine andere an sich 
gleichfalls chemotaktisch wirksame chemische Verbindung in 
entsprechender Konzentration, so sind verschiedene Falle még- 
lich. Entweder die Chemotaxis ist ganz aufgehoben; dann 
vermag der Organismus die beiden Substanzen nicht zu unter- 
scheiden, so wie uns Zucker, Glycerin und Saccharin gleich- 
miBig siif schmecken. Das gilt hauptsachlich fiir chemisch 
einander nahestehende Verbindungen. Oder die Ansammlung 
erfolgt ungestért; dann diirfen wir auf eine verschiedene Sen- 
sibilitit den beiden Substanzen gegentiber schliefien, so wie 
wir Zucker und Salz durch den Geschmack unterscheiden. Oder 
schlieBlich, es findet eine Verminderung der Anlockung statt, 
wobei chemotaktische und abschwéchende Wirksamkeit ein- 














Die Chemotaxis von Bakterien gegen optisch-aktive Aminosiuren. (81 


ander nicht mehr wie im ersten Falle entsprechen. Auf diesen 
Fall, der verschiedene, verwickeltere Griinde haben kann, 
brauchen wir hier nicht naher einzugehen. 

Fiir die Ausfiihrung der Untersuchungen ergibt sich aus 
dem Gesagten die Forderung, dai die auf ihre Chemotaxis 
zu priifenden Organismen nicht in einer Kulturfliissigkeit unter- 
sucht werden diirfen, deren Gehalt, besonders an organischen 
Stoffen, um die es sich bei uns handelt, nicht tibersehbar ist. 
Wiirden wir z. B., wie das sonst iiblich ist, um gut bewegliche 
Bakterienschwérmer zu erzielen, in Bouillon, Erbsenwasser 
oder dergl. kultivieren, so kénnte in ihnen ein unbekanntes 
Gemisch von Aminosaéuren vorhanden sein oder aus diesen 
Substraten durch die Entwickelung der Spaltpilze Aminoséuren 
abgespalten werden, deren chemotaktische Wirkung dadurch 
aufgehoben werden wiirde. 

Wir waren deshalb gezwungen, die Bakterien auf festem 
Substrat zu ziichten und fiir den Versuch in eine indifferente 
Fliissigkeit zu tibertragen. Hierfiir wurde physiologische Koch- 
salzl6sung verwendet. Unter solchen Umstinden verlieren, wie 
das schon bekannt ist,!) die meisten Bakterien ihre Schwirm- 
fahigkeit mehr oder weniger. Als am besten geeignet erwiesen 
sich uns die Vibrionen, von denen besonders der «Komma- 
bacillus» Vibrio cholerae und der Erreger einer Gefliigelseuche 
Vibrio Metschnikoff gute Versuchsorganismen abgaben. Aber 
auch unter den im Wasser tiberall vorhandenen Vibrionen, die 
man durch Anreicherung in 1°/oiger Peptonldsung gewinnen 
kann, wurden brauchbare Stémme gefunden. Einen von uns 
benutzten wollen wir in der Folge als «Wasservibrio» be- 
zeichnen, SchlieBlich wurden noch einige Versuche mit einem 
durch Plattenguf aus Jauche isolierten sehr beweglichen Staébchen 
gemacht. 

Die Kultur geschah in der Weise, dafi die Bakterien auf 
gewohnlichem Bouillon-Pepton-Néhragar im Reagenzglase fort- 
geziichtet und von da jeden Tag frisch auf einen Spezialnahr- 
boden in Petri-Schalen ausgestrichen wurden. Hierfir diente 





') Vgl. z. B. H. Kniep, Untersuchungen tiber die Chemotaxis von 
Bakterien. Jahrb. f. wissenschaftl. Botan., 1906, Bd. 43, S. 220. 
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der von C. Lange!) angegebene alkalische Reisstarkeagar, 
der nicht nur ein besonders ergiebiges Wachstum, sondern, 
wie wir fanden, auch eine besonders gute Beweglichkeit ge- 
wihrleistet. Es ist darin einer ganzen Reihe anderer Niahr- 
béden tberlegen. Die Beweglichkeit nahm zuweilen ohne er- 
kennbare Griinde ab. Eine voriibergehende Ziichtung in Pepton- 
wasser brachte sie dann bald wieder auf die alte Hohe. Ferner 
erwies es sich fiir die Beweglichkeit als giinstig, nicht die an 
sich fiir das Wachstum viel forderlichere Temperatur von 37°, 
sondern eine solche von 22° zu wéhlen. Nach zwei Tagen 
waren dann die Kulturen fiir die Versuche reif. 

Die LOsungen wurden ohne Erhitzung hergestellt, um einer 
Razemisierung vorzubeugen, und konnten einige Zeit im Eis- 
schrank aufbewahrt werden. Erst bereiteten wir prozentische, 
spater molekulare LOsungen, und zwar immer zunichst eine kon- 
zentriertere Stammldsung und dann von dieser dezimale Verdiin- 
nungen. Alle enthielten gleichzeitig 0,85°/o NaCl. Zum Versuche 
wurde etwas davon in Blockschilchen abgegossen und die Glas- 
rohrchen durch einfaches Eintauchen eines Endes vermége der 
Kapillaritat gefiillt. Das unbenutzte Ende wurde in den auf dem 
Objekttrager befindlichen Tropfen physiologischer Kochsalzloésung 
geschoben, in dem vorher durch Einreiben mit der Nadelspitze 
die geeignete Bakterienmenge verteilt und der mit einem einseitig 
unterstiitzten Deckglase versehen worden war. Gleich darauf 
begann die Beobachtung. 

Aus dem oben Gesagten ergibt sich als einfachster Weg, 
die chemotaktische Wirkung zweier optischer Isomeren quanti- 
tativ zu vergleichen, der, da8 man die unterste, eben noch 
anlockende Konzentration bestimmt. Es wurden dezimale Ab- 
stufungen verwendet, da geringere Konzentrationsunterschiede 
die Entscheidung unnétig erschweren und fiir unsern Zweck 
sich als nicht nétig erwiesen. 

So ergab sich fiir Choleravibrionen, daB eine 0,5 °/oige 
Lésung von |-Leucin eine starke, schnell erfolgende Ansamm- 





'‘) Carl Lange, Eine neuer Nahrboden fiir die Cholera-Diagnose. 
Deutsche medizin. Wochenschrift 1915, Jahrg. 41, Nr. 38, S.1119. 6 Teile 
Nahr-Agar mit 40 ccm 10°%/o iger Sodalésung auf 1000 ccm Agar -+ 1 Teil 
5 °/o igen Reisstarkekleister, der ‘/e Stunde im Autoklaven bei 120° erhitzt 
worden ist, hei8 gemischt. 
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lung vor der Kapillarendffnung bewirkte. Eine 0,05 %/oige 
Lésung erzeugte gleichfalls gute Chemotaxis und starkes Ein- 
dringen. Eine 0,005 °/oige Lésung hatte keine Wirkung. Die 
Konzentrationsschwelle fiir l1-Leucin liegt also zwi- 
schen 0,005 und 0,05 °/o. Im Gegensatz dazu konnte bei 
d-Leucin nicht einmal mit einer 0,5 %oigen Lésung 
Chemotaxis erzielt werden. Somit hat die natiirlich vorkom- 
mende Komponente eine mehr als zehnmal so starke Wirkung 
als ihr Antipode, mdglicherweise aber auch eine 100fache oder 
noch stirkere. Das racemische Leucin wirkt ganz in Uber- 
einstimmung damit erst bei 0,5 °/o sicher chemotaktisch. Bei 
0,05 °/o, also einem Gehalt von 0,025 /o 1l-Leucin, ist die An- 
sammlung héchstens ganz schwach. Hier liegt offenbar gerade 
die Schwelle. 

Vibrio Metschnikoff reagierte gleichfalls noch auf 0,05 °/o 
l-Leucin, soda hier ganz dieselben Verhiltnisse vorliegen. 
Spater zeigte sich, daf selbst eine '/1000 molekulare Lésung 
von |-Leucin anlockend wirkte; das entspricht einer 0,013 °/oigen 
Verdiinnung, d. h. |-Leucin ist mindestens 40 mal so wirksam 
als d-Leucin. 

Der Wasservibrio wurde sogar durch eine 0,005 °/oige 
l-Leucin-Lésung noch angelockt, daher natirlich auch durch 
die fast dreimal so starke '/1000 M-Lésung, nicht aber durch 
eine 1/10000 M-L6sung. d-Leucin war hier in der héchsten ver- 
wendeten Konzentration, nimlich der 0,5 °/oigen auch wirksam, 
dagegen nicht in der 0,05 °/oigen, auch nicht in der !/10 M-L6- 
sung, die 0,13 °/o enthielt. Daraus berechnet sich die Wirkung 
des l-Leucins als etwa 100 mal so stark als die des d-Leucins. 
Hierbei muff noch in Beriicksichtigung gezogen werden, dab 
die optische Reinheit der Aminoséuren auch dann nicht voll- 
kommen zu sein braucht, wenn sie durch die mit gewissen 
Fehlerquellen behaftete Drehungsbestimmung festgestellt wird. 
Wahrscheinlich ist die chemotaktische Anlockung eine viel 
scharfere Priifungsmethode auf die An- oder Abwesenheit der 
natiirlichen Komponente einer taktisch wirksamen Substanz, 
als die uns bisher allein zur Verfiigung stehende Drehungs- 
bestimmung. Gerade diese Beobachtung kann methodisch noch 
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bedeutungsvoll werden, zumal man bei ihr mit auferordentlich 
geringen Substanzmengen auskommt, die noch weit unter der 
Grenze der fiir die Mikropolarisation nétigen liegen kinnen, — 
Das Jauchebakterium reagierte fast garnicht auf Leucin. 

Ganz entsprechend waren die Verhaltnisse fiir Alanin. 
Hier ist die rechtsdrehende Komponente die natiirlich vor- 
kommende, die wiederum ihr optisches Isomeres um das Viel- 
fache an chemotaktischer Wirksamkeit tibertraf. Fiir den 
Choleravibrio war die 0,001 °/oige Lésung von d-Alanin und 
ebenso die !/10000 M-Lésung (0,00089 °/o) noch wirksam, die 
zehnfachen Verdiinnungen nicht mehr. Das |-Alanin dagegen 
lockte erst in 1°/o und 1/10 M (0,89 °/o) sicher an, war also 
nur den 1000sten Teil so wirksam. Beim Vibrio Metsch- 
nikoff waren die Schwellen !/:000 M fiir d-, 1/10 M fiir ]-Alanin. 
Fiir den Wasservibrio lagen die Grenzwerte entsprechend bei 
Q,001 und 1°/o, also auch hier ein Verhaltnis wie 1: 1000. 
Das Jauchebakterium endlich reagierte noch schwach auf eine 
1/:0000 M-Lisung von d-Alanin, auf |-Alanin aber erst bei 1/10 M, 
also wieder auf die 1000fache Menge. 

Nicht ganz so geeignet wie die genannten Aminosduren 
erwies sich das Phenylalanin fiir unsere Versuche; aber auch 
hier waren die entsprechenden Unterschiede zu finden. Mit 
d-Phenylalanin konnte bei keinem der gepriiften Bakterien 
Chemotaxis erzielt werden, obgleich auch gesiattigte L6sungen 
angewendet wurden. Das |-Phenylalanin bewirkte bei dem 
Cholerabacillus und dem Vibrio Metschnikoff eine Ansamm- 
lung in einer !/200 molekularen Lésung, bei dem Wasservibrio 
in der zehnfachen Konzentration (1/2 M), bei dem Jauchebakterium 
nicht einmal in einer 1/10 M-Lésung. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich schon klar die betracht- 
liche Uberlegenheit der in der Natur vorkommenden Kompo- 
nente als Chemotaktikum gegeniiber dem nur kiinstlich herstell- 
baren Antipoden. Noch anschaulicher wird aber diese Bevor- 
zugung durch die Bakterien mit Hilfe einer anderen Methode, 
deren Grundlage gleichfalls in der Einleitung dargestellt ist. 

Werden nimlich die Bakterien nicht in einer indifferenten 
Fliissigkeit (physiologische Kochsalzlésung) aufgeschwemmt, 
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sondern wird ihnen die Wahl zwischen zwei chemotaktisch 
verschieden wirksamen Lésungen gelassen, so wird sich zeigen 
miissen, welche von beiden starker aufgesucht wird. Man wird 
dabei natiirlich die voraussichtlich wirksamere in die Kapillare 
fiillen, die andere zur Aufschwemmung verwenden. Die chemo- 
taktische Reizwirkung aller Aminoséuren, also erst recht die 
der beiden optischen Komponenten einer von ihnen, beruht, 
wie sich zeigte, auf ein und derselben Sensibilitaét der Bakterien. 
Also kann die Anlockung jeder von ihnen durch das Vor- 
handensein jeder anderen in der Aufenfliissigkeit erschwert 
oder unterdriickt werden. 

Bevor nun Stoffe mit verschiedenem molekularen Aufbau 
miteinander verglichen wurden, war es notig, als Grundlage 
fiir die weiteren Versuche festzustellen, um wieviel bei ein 
und derselben Substanz die Konzentration der Kapillaren- 
fliissigkeit die des Kulturtropfens tibertreffen mufte, um Chemo- 
taxis zu erzielen. D.h., es muften einige Verhiltnisschwellen 
bestimmt werden. Die Ergebnisse mit den am besten anlockenden 
Stoffen geben wir in Tabellenform wieder. 

















Es bedeutet: +4 = starke Ansammlung. 
+ = deutliche > 
+-? = schwache > 
-+-?? = eben merkliche > 
0 = keine > 
1-Leucin. 
e —— — 
| 
| aufen innen 
| lo 0,5°/o | 0,05 °/o 0,005 °/o 
| 0,05 o | | 
Vibrio | 0,005 +? 0 | 
Cholerae | 0,005 - | +? | 0 
L|__ 0,00005 ms + | 0 
(; 0,08 +?? | 
Wasser- | 0,005 +? | +?? | 
vibrio | 0.0005 + | + | 0 
 0,00005 + | 4 | 0 
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d-Alanin. 
| innen 
aufen 
Mito M/;00 M/t 000 | M/:0000 
Vibri | M/1 000 4-? 0 
Ch ; a M/1 0000 - +? 0 
olerae 
| ices | + de 0 
Vibrio | M/100 0 | 
Metschni- M/to00 sy 0 
KOM Moose | at + 0 
aici M/1000 + 0 
B ne sd! M/so000 + + 0 
ium 
re | M/: 00000 + + ae 0 
1-Phenylalanin. 
innen 
aufen | 
| M/s | M/100 | M/s00 | M/1000 
; M/2000 0 0 
Vibrio M/10000 an + 
Cholerae M /:0000 +: 4. 0 0 
[| = M/s: 00000 + + - ++ 














Aus diesen Zahlen kann man in groben Ziigen die Giiltig- 
keit des Weberschen Gesetzes, d. h. die Konstanz der Ver- 
hiltnisschwelle auch fiir unsere Substanzen und Organismen 
entnehmen. Ihre GréSenordnung ist etwa 100:1. Was fir 
unsere Fragestellung aber wichtiger ist, es geht aus ihnen 
hervor, da8 durch das Vorhandensein der entsprechenden Ver- 
bindung in der Aufenfliissigkeit die Reizschwelle ganz betracht- 
lich erhdht wird. Sehen wir daher, daf die Anlockung durch 
die eine optische Komponente durch das Vorhandensein der 
anderen in der Bakterienaufschwemmung nicht sehr beeinfluBt 
wird, so diirfen wir auf den geringen chemotaktischen Wert 
der letzteren schliefen. 

Die Ergebnisse der Versuche folgen wieder in Tabellen. 
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d- und 1-Leucin. 




































































fi} 
neni innen |-Leucin 
d-Leucin 
Jy 0,5% | 0,05 *Jo 
Vibrio {| 05 4 | 
Cholerae | 0,05 +f +. | 
4 _ | M/10 | M/100 = ; 
Mj1o + +? | 
M/:00 | * +? | 
Vibrio ——— 
; ; %/o | 0,5 °/o | 0,05°%o | 
Metschnikoff | |— : : 
| 0,5 | +? | | 
905 | a} CO 
Mo | 0.5% | 9,05% | 0,005 %o 
Q,5 ? 
Wasser- pod | i 499 
° e ) o eS 
vibrio 0.005 | on ‘ 4 











d- und 1-Alanin. 
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| 
| 
aufen | innen d-Alanin 
1-Alanin 
| Mito | M/t00 M/1000 
Vibrio M/ 1 | x | 
Cholerae — Mhoo + ean 
Vibrio f M/t0 ~ | 
Metschnikoff | Mhtoo + + | eae 
Jauchee =f M/10 + ~ | +P? 
Bakterium | M/100 +b + 








d- und 1-Phenylalanin. 


nm) 
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aufen 


d-Phenylalanin 





innen 1-Phenylalanin 








M/20 M/200 
| 
rs | M/20 0 
Vibrio Cholerae | A 
| M/200 | +? 0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 14 
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Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, daf (auBer beim 
Phenylalanin) die Anwesenheit der chemotaktisch weniger wirk- 
samen, nur kiinstlich herstellbaren Komponente in der Aufen- 
fliissigkeit die Anlockung durch das optische Isomere weit weniger 
beeinfluBte als die der gleichen Substanz. Es geht das deutlich 
daraus hervor, daf hier nicht die Verhaltnisschwelle 100: 1 
gilt. Vielmehr ist meist noch bei der gleichen Menge Substanz 
auBerhalb und innerhalb der Kapillare Anlockung zu beobachten, 
ja in einigen Fallen, so besonders bei dem Jauchebakterium 
dem Alanin gegeniiber geniigt ein Bruchteil der Konzentration 
der AuSenlésung von der wirksameren Komponente in der 
Kapillare, um noch Chemotaxis zu bewirken. Damit ist die 
Uberlegenheit der chemotaktischen Reizbarkeit gegentiber der 
natirlich vorkommenden Aminosiure im Vergleich zu der nur 
synthetisch herstellbaren am deutlichsten erwiesen. 

Das Ergebnis unserer Untersuchung 1laft sich also wie 
folgt formulieren. 

1. Manche Aminoséuren wirken stark chemo- 
taktisch anlockend auf Vibrionen. 

2. Die Verhiltnisschwelle ist von der Groéfen- 
ordnung 100: 1. 

3. Die Konzentrationsschwelle fiir das nur kiinst- 
lich herstellbare optische Isomere ist bei den ge- 
priften Aminosduren 100—1000 mal so hoch als fir 
das in der Natur vorkommende. 

4. Diese Uberlegenheit der natirlichen Kom- 
ponente zeigt sich auch darin. dab sie noch bevor- 
zugt wird gegeniiber der gleichen oder selbst betracht- 
lich h6heren Konzentration ihres optischen Isomeren. 

Ob damit eine allgemeine Regel gefunden ist, ob sie 
wenigstens in der Mehrzahl der Falle herrscht, wie wir annehmen 
mochten, oder ob in einzelnen Fallen Ausnahmen zu entdecken 
sein werden, kann aus unserm Versuchsmaterial bei seiner 
Beschrankung auf drei Aminosauren und eine begrenzte Zahl 
von beweglichen Mikroorganismen noch nicht erschlossen werden. 
Zieht man in Betracht, daf |- und d-Alanin ganz gleich schmecken, 
so kann man mit der Moglichkeit rechnen, daf auch der Reiz- 
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sinn der beweglichen Mikroorganismen gelegentlich durch die 
Antipoden gleichartig erregt wird. 

Die in unsern Versuchen verwandten optisch-aktiven Amino- 
sduren waren folgenden Ursprungs: Die beiden Leucine wurden 
aus synthetischem Leucin uber die Formylverbindungen mit 
Brucin gespalten.!) Auf demselben Wege sind die Komponenten 
des Phenylalanins aus synthetischem gewonnen worden.?) Das 
d-Alanin stammte aus Seide,*) wahrend das |-Alanin aus ra- 
cemischem vermittelst der Hefegirung hergestellt wurde. *) 


d-Phenylalanin. 


Zur optischen Bestimmung diente die Lésung in Wasser: 

0,1146 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 5,9310g. d,, = 1,0043. 
Drehung bei 20° und Natriumlicht + 0,68 + 0,02 (1 dm-Rohr). Mithin 
[a] = -+ 35,05°. Friiherer Wert + 35,1°. 


1-Phenylalanin. 


0,1081 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 5,6201 g. d,, = 1,0043. 
Drehung bei 20° und Natriumlicht — 0,68 + 0,01 (1 dm-Rohr). Mithin 
[a] = — 35,2°. 


d-Leucin. 


Zur optischen Bestimmung diente 20°/oige Salzsaure. 

0,1860 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 4,9026 g. d,, = 1,1. 
Drehung bei 20° und Natriumlicht — 0,66 + 0,01 (1 dm-Rohr). Mithin 
(a}fy = — 15,81°. Friiherer Wert — 15,9°. 


l-Leucin. 


0,3413 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,6797 g. d,, = 1,1. 
Drehung bei 20° und Natriumlicht -+- 0,77 + 0,01 (1 dm-Rohr). Mithin 
[a] = + 15,75°. 


d-Alanin. 


Zur optischen Bestimmung diente die Lésung des salzsauren Salzes 
in Wasser. 





') E. Fischer und O. Warburg, Ber., Bd. 38, S. 3997 (1905). 
*) E. Fischer und W. Schoeller, Liebigs Annalen, Bd. 357, 
S.1 (1907). 
8) E. Fischer, Ber., Bd. 49, S. 453 (1907). 
*) F. Ehrlich, Biochem. Zeitschr., Bd. 8, S. 438 (1908). 
14* 
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0,6134 g Substanz entsprechend 0,8664 Chlorhydrat. Gesamtgewicht 
der Lésung 8,8034. d,, = 1,0283. Drehung bei 20° und Natriumlicht 
-+- 1,00 + 0,02° (1 dm-Rohr). Mithin [a] 7’ = -+9,88°. Friihere Werte 10°. 


d-Alanin. 


0,5493 g Substanz entsprechend 0,7769 g Chlorhydrat. Gesamt- 
gewicht der Liésung 6,4286 g. d,, = 1,0240. Drehung bei 20° und 
Natriumlicht — 1,25° + 0,01° (1 dm-Rohr). Mithin [a] = — 10,03°. 


Charlottenburg und Greifswald, Ende Marz 1916. 





























Uber den Zuckergehalt von Blut und Harn des Pferdes bei 
Zuckerfitterung. 


Von 


P. Waentig. 





(Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Tierarztl. Hochschule zu Dresden. 
Geheimer Rat Prof. Dr. Ellenberger.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1916.) 


Im Auftrag des Direktors des physiologischen Instituts 
an der Tierdrztlichen Hochschule zu Dresden, Herrn Geh. Rat 
Prof. Dr. Ellenberger, habe ich im letzten Winterhalbjahr 
eine grofere Anzahl von Versuchen iiber den Einflu8 der Zucker- 
fiitterung auf den Zuckergehalt von Blut und Harm beim Pferd 
ausgefihrt, tiber die im Nachstehenden kurz berichtet werden soll. 

Die Untersuchungen wurden dadurch veranlabt, da in- 
folge der durch die Verhiltnisse des Krieges bedingten Knapp- 
heit der Kraftfuttermittel, insbesondere des Hafers, fiir Pferde 
diesen Zucker- bezw. Zuckerpriparate als Ersatz fiir K6rner- 
futter in verhaltnisméfig grofen Mengen verabreicht werden 
muBten, tiber deren Wirkung bisher keine eingehenderen Unter- 
suchungen vorliegen. Insbesondere sind keine abschliefenden ') 
Versuche dariiber angestellt worden, inwieweit die Blutzucker- 
menge durch eine solche Fiitterung erhéht wird und ob dabei 
auch Zucker im Harn angetroffen werden kann. 

Es kam hinzu, daf bei Pferden, denen langere Zeit groBere 
Mengen von Zucker verabreicht worden waren, gewisse Gesund- 
heitsst6rungen beobachtet worden sein sollen, die angeblich 
nach Einstellen der Zuckerfiitterung wieder verschwanden. 
Es war moglich, daf eine infolge der Zuckerfiitterung ent- 
standene Hyperglykamie die Ursache dieser Stérungen war. 





*) Voruntersuchungen sind in dieser Richtung im hiesigen Institut 
von W. Grimmer ausgefiihrt worden. 
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Da8 nach reichlichem Zuckergenu8 bei Mensch und Tier eine 
von dem Ernéahrungszustand, von individueller Disposition und 
von der Natur und der Konzentration des einverleibten Zuckers 
abhiingige, leichte und ziemlich rasch voriibergehende, soge- 
nannte alimentiire Hyperglykémie') auftritt, welche von einer 
leichten Glykosurie begleitet sein kann, ist durch zahlreiche 
Untersuchungen festgestellt. 

Hier galt es insbesondere die Frage zu untersuchen, ob 
bei linger anhaltendem Ersatz eines Teiles des Futters durch 
Rohrzucker beim Pferd eine dauernde Hyperglykimie bezw. 
Glykosurie hervorgerufen werden kénnte, mit der man die oben- 
geschilderten Symptome in Zusammenhang hatte bringen konnen. 
Die Versuche muften daher uber eine langere Zeit ausgedehnt 
werden, um die MOglichkeit einer eventuellen Anpassung an die 
neue Fiitterungsweise bezw. eine allmahlich auftretende schid- 
liche Wirkung zu beriicksichtigen. Es muften ferner, um die 
individuelle Disposition zu beriicksichtigen, die Versuche an 
einer groBeren Zahl von Tieren ausgefiihrt werden. Entsprechend 
dem in erster Linie praktischen Zweck der Untersuchung, war 
weiterhin die verfiitterte Zuckermenge so zu wahlen, wie sie 
rationellerweise in der Praxis angewendet wird, ohne Verdau- 
ungsst6rungen oder Mangel an stickstoffhaltigem N&ahrmaterial 
eintreten zu lassen. Es ware wiinschenswert gewesen, wenn 
die siimtlichen Versuchstiere gleichméBig wahrend der ganzen 
Versuchsdauer dasselbe Futter erhalten hatten. Diese Bedingung 
lie} sich wegen des bestehenden Futtermangels und der damit 
verbundenen Schwierigkeiten bei der Beschaffung nicht streng 
durchfiihren. Die vier zuerst untersuchten Pferde erhielten 
vor Beginn der Zuckerftitterung auBer Heu und Hiacksel taglich 
3 Pfd. Kleie, 3 Pfd. Mais und 5'/e Pfd. Hafer. Der letztere wurde 
wihrend der Zuckerfiitterungsperiode durch 6 Pfd. Hackselzucker 
mit einem Gehalt von ca. 70°/o Rohrzucker ersetzt. Bei den 
zuletzt untersuchten zwei Pferden ist der Mais und auch ein 
Teil des Hafers zeitweilig durch Gerste ersetzt worden. Wahrend 


*) Vgl. hieriiber z. B. P. Albertoni, Verhalten und Wirkung des 
Zuckers im Organismus, bei Asher u. Spiro, Ergebnisse d. Physiologie, 
Bd. 14, 1914, S. 431 ff.; ferner J. Bang, Der Blutzucker, Wiesbaden, 1913. 
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der Zuckerfiitterungsperiode erhielten diese Pferde einen minder- 
wertigeren Hackselzucker mit nur etwa 50°/o Rohrzuckergehalt. 
Die Differenz gegen die friiher gegebene Zuckermenge wurde 
dadurch auszugleichen gesucht, daB anstatt 6 Pfd. taglich 9 Pfd. 
davon gefiittert wurden, die Pferde erhielten also dreimal tiag- 
lich 700 g bezw. 750 g Rohrzucker neben 500g Kleie und 
800 g Mais bezw. Gerste. Die Heuration blieb wahrend der 
Fiitterung dieselbe wie vorher. Da das Gewicht der unter- 
suchten Pferde nicht unwesentlich verschieden war, und zwar 
zwischen rund 400 und 600 kg schwankte (vgl. die folgenden 
Tabellen), so war auch die pro Kilogramm Korpergewicht bei 
jeder Mahlzeit eingefiihrte Zuckermenge bei den verschiedenen 
Versuchstieren nicht unbetrachtlich verschieden und schwankte 
zwischen rund 1,2 und 1,9 g Rohrzucker, tiglich also zwischen 
3,6 und 5,7 g. Die Versuchsdauer betrug bei den ersten vier 
Pferden ungefahr 7 Wochen, bei den beiden zuletzt unter- 
suchten 6 Wochen, wovon je 4—5 Wochen auf die Zucker- 
fiitterungsperiode entfielen. Beim Ubergang zur Zuckerfiitterung 
wurde nicht sofort die ganze Zuckermenge gegeben, sondern 
die Zuckergabe innerhalb 8 Tagen auf die gewiinschte Menge 


allmahlich gesteigert. 


Methodisches. 


Das Blut wurde dem Pferde jedesmal in einer Menge von 
ungefahr 250 ccm aus der Vena jugularis entnommen und floB 
direkt in einen mit 0,6 g feingepulverten Natriumfluorid be- 
schickten Mefizylinder. Da es sich, wie dargelegt, bei dieser 
Untersuchung nicht darum handelte, voriibergehende Schwan- 
kungen im Blutzuckergehalt waihrend des Verdauungsvorganges 
festzustellen, sondern eine eventuelle dauernde Anderung des 
Blutzuckerspiegels infolge der Zuckerfiitterung, so wurde die 
Blutentnahme im allgemeinen erst mehrere Stunden nach der 
Fiitterung und zwar meist zwischen 10 und 1/211 Uhr vor- 
mittags, also 3—3'/2 Stunden nach der Fitterung ausgefiihrt. 

Die Blutzuckerbestimmung wurde in dem durch freiwillige 
Sedimentierung der roten Blutkérperchen bei tiefer Temperatur 
erhaltenen Plasma vorgenommen. Es wurde nur das Plasma ver- 
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wendet, weil nach den Untersuchungen von K. Héber') und 
H. Tachau?) und ferner von Franck und Méckel’) Ande- 
rungen im Blutzuckergehalt sich zunaéchst im Plasma zeigen. 
Die Verwendung des Plasmas an Stelle des Blutes hat den 
praktischen Vorteil, dai die der Blutzuckerbestimmung voraus- 
gehende Enteiweifiung natiirlich besser bewerkstelligt werden 
kann als im Gesamtblut. Eine Zentrifuge ist bei der Ver- 
arbeitung von Pferdeblut durchaus entbehrlich, weil die frei- 
willige Sedimentierung der Blutkérperchen beim Pferdeblut 
rasch genug erfolgt, um gentigend Plasma zu gewinnen, ehe 
eine merkliche Glykolyse eintritt. Allerdings war die Sedimen- 
tierungsgeschwindigkeit bei den verschiedenen Versuchstieren 
nicht unerheblich verschieden, man erhalt um so rascher ge- 
nugende Mengen Plasma, wenn man beim — zur Verteilung 
des Natriumfluorids erforderlichen — Durchmischen ein kraftiges 
Umschiitteln méglichst vermeidet. 

Zur Beriicksichtigung der Glykolyse wurden besondere 
Versuche angestellt, aus denen sich ergab, daf das Abkiihlen 
auf tiefe Temperatur und das zugesetzte Natriumfluorid in der 
angegebenen Menge die Glykolyse im Pferdeblut praktisch voll- 
stiindig hintanhilt.4) Es ergab sich, daB8 1 Stunde nach der 
Entnahme verarbeitetes Plasma denselben Zuckergehalt zeigte 
als solches, das 24 Stunden gestanden hatte. Trotzdem wurde 
in der Regel die Weiterverarbeitung des Plasmas stets eine 
bestimmte Zeit nach der Blutentnahme, namlich zirka 6 Stunden 
spiiter vorgenommen. Nach dieser Zeit stand regelmafig eine 
geniigende Menge Plasma fiir eine Doppelbestimmung, namlich 
100 ccm zur Verfiigung. 

Die Entfernung des Eiweifes aus dem Plasma geschah 
nach der schon haufig erprobten Methode von P. Rona und 
L. Michaelis.5) 50ccm Plasma wurden mit der 12fachen 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 207 (1913). 

*) Zeitschr. f. klin. Medizin, Bd. 79, S. 421. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 326 (1910). 

‘) Ubrigens zeigte das mit NaF behandelte Blut innerhalb 18 Stunden 
auch bei 37° keine merkliche Glykolyse. 

5) Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 329 (1908). 
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Menge Wasser verdiinnt und die Fliissigkeit unter haufigem 
Umschiitteln allmihlich mit 40 cem kolloidaler Eisenhydroxyd- 
lésung versetzt, die Fliissigkeit im Mefkolben auf 1000 ccm 
aufgefiillt und 500 cem des Filtrats, entsprechend 25 ccm des 
urspriinglichen Plasmas zur Zuckerbestimmung verwendet. 

Die Zuckerbestimmung geschah nach der haufig benutzten 
und anerkannten, dlteren Methode von J. Bang.') Genau 
500 ccm des erhaltenen Filtrats wurden auf ein kleines Volumen, 
ca. 10 ccm, auf dem Wasserbade unter Zusatz von etwas Kssig- 
sdure eingedampft und die Zuckerlésung nach der Bangschen 
Methode titriert. Nach einer Anzahl Untersuchungen?) soll die 
Methode etwas zu hohe Werte liefern. Mit L6sungen bekannten 
Gehalts von reiner Dextrose erhielt ich fast richtige Werte. 
Sehr groB kann der Fehler, der mit Blutzuckerlésungen ent- 
stand, nicht sein, denn ich erhielt nach der Bangschen Methode 
bei Pferdeplasma annéhernd die gleichen Werte, welche von 
P. Rona und L. Michaelis mit Hilfe der Allihnschen Methode 
gewonnen worden waren. 

Der wundeste Punkt der Bestimmungsmethode ist das 
erforderliche weitgehende Eindampfen der wiisserigen Loésung 
auf dem Wasserbade. Dabei tritt, wenn sich der Zucker am 
Rand der Porzellanschale absetzt, leicht eine geringe Braunung 
ein, welche mit einem merklichen Verlust an reduzierender 
Substanz verbunden ist. Man muf beim Eindampfen also nach 
Moglichkeit vermeiden, da sich Abscheidungen bilden. Reine 
Dextroselosungen zeigen beim Kindampfen in essigsaurer LOsung 
diese Erscheinung in viel geringerem Mafie, woraus zu schlieBen 
ist, daB entweder die Blutzuckerlésung oxydierende Substanzen 
enthialt, oder der sogenannte Blutzucker nicht nur aus Dextrose °) 
besteht. 

Bei der Titration ist darauf zu achten, daf weder die 
Hydroxylamin- noch die Kupferlésung bei lingerem Stehen vollig 





*) Biochem. Zeitschr., Bd. 2, S. 271 (1907). 

*) Vgl. z. B. Dengo Takahashi, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 30 
(1911). 

*) Daf die enteiweifite Blutzuckerlésung sich in mancher Beziehung 
nicht wie reine Dextroselésung verhalt, hat bekanntlich zur Annahme des 
sogenannten Restzuckers gefiihrt. 
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bestandig ist. Die Titer 4ndern sich etwas und man muB sie 
von Zeit zu Zeit mit Zuckerlésungen bekannten Gehalts kon- 
trollieren. 

Das Sammeln des Harns geschah mit Hilfe eines fiir diese 
Zwecke besonders konstruierten Auffangapparates, des_ so- 
genannten Harnbeutels,') der eine vodllig saubere Gewinnung 
desselben ermdglicht. Es kam sowohl Friih- wie Nachmittags- 
harn zur Untersuchung. Fiir die quantitative Priifung auf Zucker 
erwies sich einzig die Garmethode als brauchbar. Beim Klaren 
und Entfiarben des Harns, der beim Pferd wie bei allen Einhufern 
normalerweise alkalisch und mucinhaltig ist und bereits beim 
Verlassen der Harnblase infolge der Ausscheidung erheblicher 
Mengen kohlensauren Kalkes stark getriibt erscheint,?) nach 
den bekannten Methoden bleiben sowohl die Ebene des polari- 
sierten Lichts drehende als auch reduzierende Substanzen in 
den Filtraten, welche die polarimetrische Bestimmung unbrauch- 
bar machen, die Reduktionsmethoden nur mit gr6fter Vorsicht 
anzuwenden gestatten. Wendet man starke Adsorptsionsmittel 
an, wie z. B. Kahlbaumsche Blutkohle nach dem Vorschlag 
von Bang und Bohmannson?) oder Andersen,‘) so wird 
zwar die Trommersche Probe anwendbar, weil reduzierender 
Nichtzucker vollig verschwindet, aber die linksdrehenden Sub- 
stanzen des Pferdeharns sind zum Teil auch in den vollig klaren 
farblosen Filtraten nach der Kohlenbehandlung vorhanden, wiah- 
rend schon reichliche Mengen von Dextrose adsorbiert werden. 

Es ist mir trotz vielfacher Versuche nicht mdglich ge- 
wesen, Bedingungen ausfindig zu machen, unter denen die 
linksdrehenden Substanzen aus dem Harn zum Verschwinden 
gebracht werden, ohne daf nicht auch Zucker mit adsorbiert 
wird. Ja, man erhialt bei hochgestellten, notorisch zuckerfreien 


') Da sich das Auffangen des Harnes beim mannlichen Tier wesent- 
lich einfacher gestaltet als beim weiblichen, so wurden die Versuche aus- 
schlieflich an Wallachen ausgefiihrt. 

*) Vgl. hiertiber Ch. Porcher in Ellenberger u. Scheunert, 
Lehrbuch der vergleichenden Physiologie der Haussaugetiere. Berlin 1910. 

5) Diese Zeitschr., Bd. 63, S. 443 (1909). 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 262 (1911). 
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Pferdeharnen, selbst mit den radikal wirkenden Klirungsmitteln 
nach Bang und Bohmannson, noch mehr oder weniger stark 
linksdrehende Filtrate bei vollig negativer Trommerscher Probe. 
Setzt man solchen Harnen eine bestimmte Menge Trauben- 
zucker zu, so findet man natiirlich dann eine entsprechend 
geringere Rechtsdrehung. Diese Rechtsdrehung ist aber nicht 
gleich der Differenz aus der nach der Zuckerkonzentration zu 
erwartenden Rechtsdrehung und dem fiir den zuckerfreien Harn 
gefundenen negativen Drehungswert, sondern niedriger, weil 
eben meist auch noch Dextrose adsorbiert wird. 

Trotzdem ist es aber mdglich, mit Hilfe der Trommer- 
schen Probe Mengen bis 0,3°/o Zucker herab in jedem Pferde- 
harn qualitativ zu erkennen, wenn man den Harn vorher nach 
Bang-Bohmannson vorbehandelt. Die bei dem Zusatz der 
Natronlauge fast regelmafig auftretende Fallung von alkalischen 
Erden stort hierbei nicht, es ist aber vorteilhafter, den mit 
der Klérung nach Bang verbundenen Zuckerverlust in Kauf 
zunehmen als etwa durch unvollkommene Entfernung der iibrigen 
reduzierenden Substanzen mit Bleiessig, Liquor ferri dialysati, 
Aluminiumhydroxyd, Kaolin oder Kombinationen dieser Ent- 
farbungsmittel die Trommersche Probe undeutlich zu machen. 
Es ist zweckmafig, auferdem die Trommersche Probe durch 
die bekannte Osazonprobe zu kontrollieren, die jedoch als nicht 
so empfindlich anzusehen ist, weil meist ein Teil des Osazons 
in amorphem Zustand erscheint und sich so der mikroskopischen 
Feststellung entzieht. 

Fiir die quantitative Bestimmung kleiner Zuckermengen 
im Pferdeharn hat sich das Lohnsteinsche Girungssacchari- 
meter sehr bewdhrt. Die Giarmethode ist deshalb hier be- 
sonders am Platze, weil sie eventuell vorhandenen Rohrzucker 
und Invertzucker mitbestimmt. Der Lohnsteinsche Apparat 
ist auch fiir qualitative Zwecke zweifellos den Eichhornschen 
Gérrodhrchen und anderen Apparaten dhnlicher Konstruktion 
uberlegen, wenn es sich um die Ermittlung geringer Zucker- 
mengen handelt, weil bei letzteren Verluste an Kohlensiiure 
infolge von Absorption durch die im vorschlossenen Schenkel 
befindliche Fliissigkeit eher zu erwarten sind. Diese Gefahr 
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besteht beim Pferdeharn besonders, weil er meist alkalisch und 
reich an Kohlenséure ist und daher vorher erst durch Kochen 
mit Weinséure bis zur bleibenden sauren Reaktion vorbereitet 
werden mu. Natiirlich muB man sich durch Kontrollproben von 
der Abwesenheit gérender Substanzen in der verwendeten Hefe, 
von girungshemmenden Stoffen im Harn, sowie von einer aus- 
reichenden Giirkraft der Hefe tiberzeugen. Eine kleine Ubersicht 
liber die Brauchbarkeit des Lohnsteinschen Apparates und der 
Trommerschen Probe und dem volligen Versagen der polari- 


metrischen Methode liefert die beigefiigte kleine Tabelle. 



























































Tabelle I. 
| 
Harnprobe | I. Il. lil. nM. V. VI. 
| 
Spez. Gewicht | 1,027 | 1,049 | 1,043 1,050 1,032 1,038 
Zugefiigte ai » a 
Zuckermenge | 9 |0,08%] 0 | 05%} 0 | 05%] 0 105%} 0 | 05%] 0 | 05% 
| 
Zuckermenge 
gef.n. Lohn-| 0 | 0,8 /g 0 |0,55%> 0 0,6°/ 0 0,5 %/o 0 _— 0 | 0,55°/, 
stein 
ae 
Drehung | | 
i. 20 com-Rohr | nO) ) 0 20 0 c 0 
- 0,059 + 0,80°|— 0,56°|— 0,120) — dies — |—0,05°/+-0,18 
stinks Silene 05 | 0,801 0,569| — 0,12°/— 0,29 |+ 0,15 05°| +-0, 
mit Bleiacetat | | 
Drehung | | 
i. 20ccm-Rohr}| — | _ Pa — |__¢ ono! 0 0 ) 0 0) 4. 0,050 45! 
Bg | 0,05 (+0,25 + 0° |-+ 0,30°|-+ 0,10° + 0,459) -+ 0,059 + 0,45 
mit Blutkohle | | 
ance wd | 
Trommersche | | 
Probe ne- | po- ne- | po- ne- po- ne- po- ne- po- | ne- po- 
nach Klarung | gativ | sitiv | gativ | sitiv | gativ | sitiv | gativ | sitiv | gativ| sitiv | gatiy | sitiv 
mit Blutkohle 



































Versuchsergebnisse. 





In den folgenden Tabellen,!) deren né&here Erlaéuterung 
wohl unnotig ist, sind die Versuchsergebnisse zusammen- 
gestellt. Betrachten wir zunachst die beobachtete Blutzucker- 
menge, so finden wir, daB sie bei gleicher Fiitterung bei dem- 


') Versuch 1 und 2 (vgl. Tab. II und III) sind insofern unvollstandig, 


als hier eine genauere Untersuchung des Harns vor der Fiitterung unter- 
blieben ist; desgleichen fehlt bei Versuch 6 (Tab. VII) die Blutuntersuchung 
nach Beendigung der Zuckerfiitterung. Sie mufte unterbleiben, weil sich 
Schwierigkeiten bei der Blutentnahme eingestellt hatten. 
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purer Nr. 1794 (Rapp -Wallach). 
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_— Alter: ca. 13 Jahr. Gewicht: 500 kg. 


ee.  ——————————————————————————————————— as 























Blutzucker Harnuntersuchung 
Datum | Fitterungsart 5 thang in | Spez. Reaktion Girprobe | Gatprobe n- Sonstige Bemerkung 
‘ Gew. qualitativ 0 Beschaffenheit 
mg /o lo 
5 | 
20.X11.15| 3 Pfd. Mais | 50° \ 0,102 x ie a —— - ms 
21.XIL.15| 3 » Kleie wie — | 1,047] alkalisch| — 0 | — i 
i « 24,7 
22.XIL15) 5/2» Hafer | 52% } 0,099 se ™ _ _ ~ | sn 
‘ TES Vines 
26, XI1.15| | 3,Tag| 50" } 0,095 - am = a = - 
ate Rie . hes _ 49 weniger als Strohgelb, stark Nachmittags- 
8 30. XII. 15 em 7 a | 1,042 | amphoter | } com Gas 0,3 getriibt, mucinhaltig ei 
S 8% Le REE >| ore \ 0,128 “ia ms — ‘ii ri a 
4 i = | , sas ; Braungelb, fast klar,| Vormittags- 
= 4. 1.16 = }12. » — | — 1,048 alkalisch | positiv 0,3 mucinhaltig el 
- .| 2 . 29,6 | . Gelbbraun, stark triib,) Nachmittags- 
a7, 116) & is | oe \ 0,116 1,039} > negativ | <0,1 is pesca tk gh 
~ 5 ; 
11. 116/3 19, > i \ 0,121 1,050| > positiv 0,3 Braun, fast klar a acca 
; & - | Pe 
14. 1.16) = 22. » — | — | 1,038] sikatiecn | negativ 0,2 Strohgelb, getriibt ? 
18. 116, S.ii «= | oom . > | <0! Gelbbraun, trib | Nachmittags- 
ee | | Harn 
22. 1.16 . (30. . — }— 1,048 | alkalisch > | <0,1 Braun, klar Vorm.-Harn 
“x »n| & 26,5 oO 
vil I. 16 o | 33. > 28.8 (}) "yO ae —- _— 7 aa | — —_— 
, a j 25 8 Ve: ‘ aT Da ieee cc ca Prey 
1. W116 S _| 7.Tag 26.0 j 0,104| 1,043! sauer | negativ 0 Braun, fast klar | Nachm.-Harn 
5. If.16! ie ba =| 6 tn — 1,044 sauer | negativ 0 | Braun, klar | Vorm.-Harn 
— Q4.5 | 
7. 1116) & =. 5 | 13. >» 9" 0,098 | 1,041 | sauer ~~ _— Braun, fast klar | Nachm.-Harn 



































") Dieser Wert ist wahrscheinlich infolge einer in dem Kaolin enthaltenen reduzierenden Verunreinigung etwas zu hoch. 
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Armeepferd Nr. 1794 (Rapp-Wallach). — Alter: ca. 13 Jahr. Gewicht: 500 kg. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 
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Tabelle VII. 
Armeepferd Nr. 5187 (Brauner Wallach). — Alter: ca. 12 Jahr. Gewicht: 592 kg. 




































































| Blutzucker | Harnuntersuchung 
: i ak ie Gi a pone l 
Datum | Fiitterungsart te in | Spez. on ere Giarprobe | ee sae ma Polari- | Sonstige Be- | Bemerkung 
| me 0/9 | Gew. | | qualitativ | 20 | sation | schaffenheit 
11. 11.16, 3 Pfd. Mais‘) 23,3 0,104 1,039} sauer negativ 0 —0,18°) Braun, klar | Vorm.-Harn 
« > 4 | 
- Kleie 25,2 \ 
14. 11.16| 5'/2 » Hafer 252 J 0,108, — _— — — — _ — 
7 15, Il. 16 1.Tag oe —~ 1,038 ~ sauer negativ < 0,1 0,05°| Braun, klar | Nachm.-Harn 
&a 
= , , Strohgelb, 
& 22. Il. 16 : 8. » _ — | 1,041 | alkalisch » < 0,1 + | sir , 
Ms ; = 23,8 \ 
= 23. Il. 16 eo 9. >» 246 J 0,097; — — — — _ _— — 
oe rom ; ’ 
24. I1.16) ... = 10. >» — — 1,041 | alkalisch | negativ < 0,1 + 0,0° poh Vorm.-Harn 
bas oe oot tae | 
28. 1.16) Seee\14. » | 238 \ 0,117] 1,043) > : £01 |—005° ; : 
_ x =s ” | 
‘ 27,0 \| - | F Strohgelb, 
6. IIL. 16 4 21. » 26:6 js 0,107 | 1,047 > : | < 0,1 - 0,20° triib > 
13.11.16; * jag,» | 56° \' 0,106} 1042; >» | » | <O0t |—003° ‘ | Nachm.-Harn 
20. III. 16 le baciny Sev | Nicht | 1,039 sauer | negativ | 0 _ | schw. getriibt | Nachm.-Harn 
pr —— te | 6wnbeewecks } | na) | | | | Pe 
25. 111.16 Hafer wie vorher| | 1,040 | > > | 0 | — | > Vorm.-Harn 
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') Statt Mais zeitweise Gerste. 
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selben Versuchstier an verschiedenen Tagen und ebenso von 
Versuchstier zu Versuchstier merklichen Schwankungen unter- 
worfen ist, die zum Teil auBerhalb der Versuchsfehlergrenze 
liegen. Im Mittel betrigt die gefundene Zuckermenge in 100 ccm 
Plasma rund 100 mg. Durch die Zuckerfiitterung tritt bei 
einigen der Versuchstiere eine merkliche Steigerung im Blut- 
zuckergehalt ein, welche diese Schwankungen nicht unerheblich 
iiberschreitet. Man wird also in diesen Fiillen von einer 
leichten alimentéren Hyperglykaimie zu sprechen haben. Es 
scheint ferner, als wenn in den Fiillen, in denen eine Zunahme 
des Zuckergehaltes iiberhaupt eintritt, diese Zunahme einerseits 
erst allma&hlich erfolgt, anderseits nach einiger Zeit wieder ab- 
klingt. In 3 von 6 untersuchten Fallen kann von einer Erhéhung 
des Blutzuckerspiegels tiberhaupt nicht gesprochen werden. 

Entsprechend dieser leichten Hyperglykiimie wurde auch 
Zucker im Harn gefunden und zwar in Mengen bis 1°/o; doch 
wird dieser Héchstbetrag nur bei 2 von 6 Versuchstieren er- 
reicht. Zwei Pferde zeigen nur eine geringe Glykosurie, 
bei 2 Versuchstieren konnte tberhaupt kein Zucker im Harn, 
wiahrend der Dauer der Zuckerfiitterung festgestellt werden. 
Es ist bemerkenswert, da das Fehlen jeglicher Wirkung 
der Zuckerfiitterung bei denjenigen Tieren festgestellt wurde, 
die mit dem zuckerarmen Hickselzucker gefiittert worden waren. 
Es ist méglich, da die auf diese Weise hervorgerufene Ver- 
diinnung des Zuckers das Ausbleiben einer Wirkung bedingte. 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, dab bei 
Zuckerfiitterung in dem hier angewandten Umfange 
eine merkliche, aber nicht erhebliche und anscheinend 
voriibergehende Erhéhung des Blutzuckerspiegels ein- 
treten kann, welche auch von einem Ubertritt geringer 
Zuckermengen in den Harn begleitet ist. Diese Er- 
scheinung tritt aber offenbar nur bei hierzu beson- 
ders disponierten Tieren auf und auch dann nur in 
den Fallen, in denen der Zucker mit relativ geringen 
Mengen Hiacksel vermischt ist. 

SchieBlich sei noch auf eine Beobachtung hingewiesen, 


welche bei der Harnuntersuchung von Pferden gemacht wurde 
15* 
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und vielleicht ebenfalls fiir die Bewertung der Hicksel-Zucker- 
fiitterung bei Pferden von Interesse sein kann. Aus den mit- 
geteilten Tabellen geht nimlich hervor, dai durch die blofe 
Fiitterungsart eine Anderung der Reaktion des Harnes herbei- 
zufiihren ist, derart, daf erstens der bei der tiblichen Fiitterung 
normalerweise alkalisch reagierende Pferdeharn bei Mais-, 
Kleie-, Haferfiitterung sauer werden kann, daf ferner dieser 
bei gemischter, aber zuckerfreier Fiitterung saure Harn wéhrend 
der Zuckerfiitterungsperiode alkalische Reaktion annimmt, um 
nach Aufhéren der Zuckerftitterung wieder sauer zu werden, 
dafi aber endlich auch ein vor der Zuckerfiitterung alkalischer 
Harn nach Beendigung der Zuckerfiitterung sauer wird. Der 
Befund, daB Pferde bei Mais-, Kleie-, Haferfiitterung sauren Harn 
liefern kOnnen, ist nur eine Erganzung zu der Beobachtung von 
Scheunert und Hovileinen,!) die gezeigt haben, daf bei 
reiner Maisfiitterung Pferde sauren Harn bekommen, wihrend 
z. B. der Ubergang zur Fiitterung mit Kartoffelflocken einen 
solchen Reaktionswechsel des Harns nicht bedingt. Bei der 
hier angewendeten Kost scheint, wie durch eine weitere gréfere 
Zahl von Priifungen des Harns verschiedener Pferde bestatigt 
wurde, die saure Reaktion nur bei einer Anzahl zu diesem 
Reaktionswechsel besonders disponierter Tiere einzutreten. DaB 
die saure Reaktion wirklich durch die Mais-Kleie-Fiitterung 
verursacht war, konnte in mehreren Fallen dadurch erhértet 
werden, dafi Riickkehr zu Haferfiitterung wieder normalen alkali- 
schen Harn hervorbringt. 

Es lift sich nicht ohne weiteres sagen, ob das Auftreten 
der sauren Reaktion des Harnes bei Maisfiitterung bezw. bei 
der gemischten Fiitterung auf eine tibermaSige Produktion von 
Siure im Organismus, z. B. infolge von Kohlenhydratgérung 
zuriickzufiihren ist, oder auf einen Mangel an Basen in den 
Futtermitteln, die den sauren Harn hervorrufen. Es sollen aber 
einige Tatsachen angefiihrt werden, welche fiir letztere Annahme 
sprechen und die, bei der Bedeutung, welche heute allgemein 


') Vgl. A. Hovileinen, Diss., Tierarztl. Hochschule Dresden 1913 
ref. Jahresber. f. Veterinarmed., Bd. 33, S. 263 (1913). 
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dem Mineralstoffwechsel auch bei der Ernahrung der Haustiere 
beigemessen wird,!) nicht ohne Interesse sein diirften. 
Betrachtet man namlich unter Zugrundelegung der in der 
Literatur vorhandenen Ascheanalysen?) der in Frage kommenden 
Futtermittel*) das Verhaltnis von Siure- und Baseniiquivalenten‘) 
in der Reinasche, wie es in der beigefiigten Tabelle VIII zu- 


Tabelle VIII. 





= 





| ! 
} 


Basen- 








Futtermittel: | Reinasche | on iquivalente | Verhiltnis 
Mele 4 as a « 312 | 0,79 | 0,92 | ¢a.8:9 
Mais. ..... 1,45 | 147 | 1,51 } » 4:1 
Weizenkleie 5,5 | 218 | 154 | » 4:8 
Stroh Ld | 0,25 | 0,64 | » 2:5 
Kartoffel . 3,79 | 0,79 | 1,98 |} » 2:5 


sammengestellt ist, so ergibt sich, dafs zunichst von den drei 
Futtermitteln Mais, Kleie, Hafer nur beim Hafer das Verhiltnis 
von Séure- zu Baseniquivalenten zugunsten der Basen ver- 
schoben ist. Es kdnnte also méglicherweise wirklich ein Mangel 
an Basen in Mais und Kleie die Ursache der sauren Reaktion 
des Harns bei reiner Mais- bezw. partieller Mais-Kleie-Fiitterung 
sein. Anderseits ist dagegen die Annahme einer iibermébigen 


1) Vgl. G. Fingerling, Bioch. Zeitschr., Bd. 37, S. 266 (1911), ferner 
Sachs. Landwirtsch. Zeitschr., Bd. 63, S. 544 (1915). H. Kraemer, Mit- 
teilungen der Deutschen Landwirtschaftsgesellschaft, Bd. 5, S. 71 (1916). 

*) Vgl. J. KOnig, Chemie der mensch]. Nahrungs- und Genub- 
mittel, 10. Aufl , 1904, S. 772, 773 u. 830. 

5) Eine Beriicksichtigung der Mineralstoffe im Heu unterblieb, da 
die verfiitterte Heumenge bei allen hier in Betracht kommenden Ver- 
suchen dieselbe blieb. 

*) Bei der Berechnung der Siureiiquivalente wurde die offenbar so 
gut wie nicht resorbierbare Kieselsdure nicht beriicksichtigt und die Phos- 
phorséure als zweibasisch in Rechnung gesetzt, weil ja die léslichen 
sekundiaren Phosphate bereits alkalisch reagieren. Wiirde man die Phos- 
phorsiure als dreibasisch in Rechnung bringen, so wiirde sich zwar auch 
in der Haferasche ein Uberschu8 von Sdure ergeben, vergleichsweise 
wurde aber der Hafer noch reicher an Baseniquivalenten als Mais und 
Kleie, weil letztere relativ mehr Phosphorsdure enthalten. 
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Produktion von Siure im Organismus infolge relativ hohen 
Kohlenhydratgehaltes beim Mais als Ursache der sauren Reaktion 
des Harns nicht sehr wahrscheinlich, wenn man die Wirkung 
der Kartoffelftitterung einerseits und der Hackselzuckerfiitterung 
anderseits in Betracht zieht. Da namlich Mais und Kartoffeln 
anniihernd gleichen Kohlenhydratgehalt besitzen, so mitifte die 
Siiurebildung in beiden Fallen annéhernd die gleiche sein. Die 
verschiedene Wirkung der beiden Fiitterungsarten auf die Harn- 
reaktion mu8 also eine andere Ursache haben. Ein Blick auf 
die obige Tabelle zeigt, daf das Verhidltnis von Saure- zu 
Baseniquivalenten in der Kartoffelasche fiir die Bildung eines 
Harns mit alkalischer Reaktion sogar giinstiger ist als beim 
Hafer. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei Hickselzucker- 
fiitterung. Aus den wenigen Analysen von Strohaschen, welche 
mir zugiinglich waren,!) entnehme ich, daB das Verhialtnis von 
Siiure- zu Baseniquivalenten, wie aus obiger Tabelle ersichtlich, 
auch hier wieder sehr zugunsten der letzteren verschoben ist. 
Es wird also — wenn tiberhaupt die Saurebildung aus den 
Kohlenhydraten fiir die Harnreaktion von Bedeutung sein 
kann?) — jedenfalls durch die gleichzeitig gegebene grofe 
Menge an basenreichem und séurearmem Hicksel diese mehr 
als ausgeglichen. Allerdings ist hierbei zu beriicksichtigen, daf 
Hiicksel zweifellos weniger vollstindig verdaut wird als die 
iibrigen hier in Betracht kommenden Futtermittel, und da8 
infolgedessen auch die Resorption der im Hicksel enthaltenen 


') Vgl. A. Vélker, Zusammensetzung und Nahrungswert des Strohs, 
Breslau 1863. 

*) DaB bei Fiitterung besonders kohlenhydratreicher Futtermittel 
(z. B. Kartoffeln, Mais) infolge vermehrter Gaérung im Darmkanal des 
Pferdes saure Reaktion eintritt, ist von Scheunert und Grimmer, Diese 
Zeitschr., Bd. 47, S. 88 (1906), und vorher von Ellenberger und Hof- 
meister (Arch. f. Tierheilkunde, Bd. 5 u. Bd. 7—12) festgestellt. DaB 
diese Girungsvorginge jedoch keinen sauren Harn hervorrufen, geht aus 
Versuchen von Siedamgrotzki u. Hofmeister (Archiv f. Tierheilkunde, 
Bd. 5, S. 243 [1879]) und aus unver6ffentlichten Versuchen von Scheunert 
und Grimmer hervor, welche durch Fiitterung von Milchséure oder milch- 
siiureliefernden Kokken keine saure Reaktion erzielen konnten, obgleich die 
Kokkenfiitterung scheinbar wenigstens einen Einflu{ auf die Darmfaulnis 
bewirkte, indem sie den Phenolgehalt des Harnes stark herabsetzte. 














Zuckergehalt von Blut und Harn des Pferdes bei Zuckerfiitterung. 209 


Mineralstoffe eine unvollkommenere ist.') Dab jedoch bei 
Hacksel-Zuckerfiitterung erheblichere Mengen von Kalk in den 
Harn iibergehen als bei gemischter Fiitterung, geht daraus 
hervor, daB beim Kochen dieser Harne mit Weinsaéure immer 
sehr starke Niederschlige von weinsaurem Kalk erhalten wurden. 

Es bliebe, wenn man die eben dargelegte Erklarung fiir 
den Reaktionswechsel des Harns annimmt, nur noch zu deuten, 
weshalb nach Beendigung der Hiacksel-Zuckerfiitterung der 
Harn auch dann saure Reaktion erhalt, wenn das Ver- 
suchstier vorher bei der gemischten Fiitterung noch alkalischen 
Harn lieferte. Ist es nicht mdglich, als Erklérung dafiir eine 
Nachwirkung der vorangegangenen basenreichen Nahrung 
(Hackselzucker) anzunehmen, welche bewirkt, dal auch bei der 
basenarmen Nahrung (Mais und Kleie) noch Resorptionsver- 
haltnisse fortbestehen, welche eigentlich den friiheren Fiitterungs- 
bedingungen angepaft sind? Es ist jedenfalls in mehreren 
Fallen festgestellt worden, daB durch Verabreichung von ge- 
ringen Mengen kohlensauren Kalkes in Form von Schlemmkreide 
zu der gemischten Fiitterung die saure Reaktion des Harns 
alsbald zum Verschwinden gebracht werden konnte, und dab 
die alkalische Reaktion nun auch mehrere Wochen lang nach 
Einstellung der Kalkfiitterung anhielt. 

Als Versuchstiere dienten bei der im vorstehenden mit- 
geteilten Untersuchung Armeepferde, welche sich nach iiber- 
standenen Operationseingriffen als Rekonvaleszenten in der 
hiesigen Klinik befanden und im tibrigen als voéllig gesund an- 
gesehen werden konnten. Wiahrend der Versuchsdauer genossen 
die Tiere Stallruhe. 

Herrn Geheimen Medizinalrat Prof. Dr. R6der, dem Direktor 
der Klinik, der die Pferde giitigst zur Verfiigung gestellt hat, sowie 
Herrn Oberveterinar und klinischen Assistenten Illing, welcher 
die Blutentnahme besorgte und die Fiitterung der Pferde tiber- 
wachte, sei an dieser Stelle verbindlichster Dank abgestattet. 





') Nach G. Fingerling, l.c., wird in Rauhfutter ca. 50°/o der 
darin enthaltenen Phosphorsiure und des vorhandenen Kalks verwertet, 
in Kérnerfriichten usw. dagegen 90°/o und mehr. 














Uber eine Ausscheidung von palmitinsaurem Kalk aus Rindergalle. 


Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. April 1916.) 


Im Jahre 1902 habe ich!) mitgeteilt, daf sich beim Auf- 
bewahren von Rindergalle unter Chloroformzusatz autolytische 
Vorgiinge abspielen, welche im Laufe von etwa 2 Jahren u. a. 
zu einer erheblichen Zunahme des Ammoniakgehaltes (NH,N 
= 14,4°/o des Gesamt-N, wiahrend in frischer Galle das NH,N 
nur etwa 0,6 °/o des Gesamt-N betrigt) unter Verschwinden 
des sog. Gallenmucins, sowie zur Bildung eines «weifen» Boden- 
satzes in geringer Menge gefiihrt hatten. 

«Die mikroskopische Untersuchung zeigte», so lautete der 
damalige Befund, «daf derselbe aus riesigen, wohl ausgebildeten 
Octaédern von oxalsaurem Kalk bestand. Daneben fanden sich 
Nadeln, teils in Form von Doppelbiischeln, teils in Ballen 
gehduft. Einige dieser Gruppen erinnerten sehr an Tyrosin, 
dieses lieB sich aber nicht nachweisen, sondern nur Fettsduren, 
was im Hinblick auf die alkalische Reaktion der Galle bemer- 
kenswert erscheint. » 

Da diese Mitteilung in einer von den speziellen Fach- 
genossen wohl wenig gelesenen Zeitschrift erfolgt ist, hat sie 
naturgemif auch kaum Beachtung gefunden. 

Vor etwa 1!/2 Jahren fiel mir nun auf, da8 sich in einer 
Flasche, die durch Chloroform konservierte Rindergalle in einer 
Quantitiit von etwa 1!/« Liter enthielt, ein reichlicher weifer 
Bodensatz gebildet hatte. Uber das Alter dieser Galle kann 
ich nichts Bestimmtes angeben, vermutlich aber stammt sie aus 
derselben Zeit, in der ich mich mit diesem Gegenstand beschiaf- 
tigte, also etwa aus dem Jahre 1902. | 

Der gelbroétlich gefirbte Inhalt der Flasche roch nur noch 
schwach nach Chloroform, am Korkstopfen waren einige 
Schimmelpilzfaden zu bemerken. Die mikroskopische Unter- 
suchung ergab nur Ballen und Nadelbiischel, sowie einzelne 


‘) Therapie der Gegenwart, April 1902. Festnummer fiir E. v. Leyden. 
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Pilzfiiden, von oxalsaurem Kalk war nichts zu bemerken. Der 
durch Abgiefen der Galle und Schlimmen mit Wasser erhaltene, 
schlieBlich auf einem Filter gesammelte, gewaschene und an der 
Luft getrocknete Niederschlag stellte eine kreidigweife, sehr 
leichte Masse dar, im Gewicht von 1,715 g. 

Beim Erhitzen auf dem Platinblech verbreitete der Nieder- 
schlag einen fettigen Geruch, verbrannte dann mit leuchtender 
Flamme unter Hinterlassung einer erheblichen Quantitét eines 
weifBen, in Wasser wenig ldslichen, stark alkalisch reagierenden 
Riickstandes, der sich als Calciumoxyd erwies. Es handelte 
sich also um das Calciumsalz einer organischen Siure, ver- 
mutlich der Stearinsiiure, Palmitinsiure oder Olsiiure. Beim Be- 
handeln einer minimalen Quantitiét des Ca-Salzes mit Salzsiéiure 
blieb ein fettiger, weifer Riickstand, der mit Natriumcarbonat- 
losung Seife bildete. 

0,212 g des Niederschlages, tiber H,SO, getrocknet, hinter- 
lieS bei starkem Gliihen 0,0212 Riickstand = 7,14 °/o Ca. 
Dieses stimmt so nahe mit dem Ca-Gehalt des Calciumpalmitats') 
= 7,27 °/o, daB an der Natur des Niederschlages kein Zweifel 
sein konnte. 

Soweit meine damaligen Notizen, die noch die Bemerkung 
enthalten: «In Gallensteinen ist kiinftig Fettséiure zu suchen.» 
Elementaranalysen des Niederschlages sind nicht ausgefiihrt, 
da sie bei nicht zuverliissig reinen Substanzen unter Umstinden 
m. E. eher geeignet sind, die Erkennung der Natur einer frag- 
lichen Verbindung zu erschweren, als zu erleichtern. 

Ich habe damals die Beobachtung nicht mitgeteilt, weil 
ich tiber die Deutung des Befundes nicht im Klaren war. In- 
zwischen war sie in Vergessenheit geraten. Die hdchst tiber- 
raschenden Entdeckungen von H. Wieland und H. Sorge tiber 
die Natur der Choleinsiiure usw. in dem soeben erschienenen 
Heft dieser Zeitschrift?) haben mich aufs neue daran erinnert. 
Nachtraglich habe ich nur noch den Schmelzpunkt der 





') Richtiger ware <palmitinat»>; leider hat sich die meiner Ansicht 
nach unrichtige Wortbildung «palmitat» usw. eingebiirgert; konsequenter- 
weise mite man dann auch von «Cumat», «Choleat> usw. sprechen. 
*) Bd. 97, S. 1. 
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dem Kalksalz zugrunde liegenden Séure bestimmt. Eine 
kleine Quantitét des Ca-Salzes wurde mit Salzséure erhitzt, 
nach dem Erkalten, wobei sich Flocken ausscheiden, mit Ather 
ausgeschiittelt. Der beim Verdunsten des Athers bleibende 
Riickstand erstarrte sofort beim Erkalten strahlig-krystallinisch. 
Der Schmelzpunkt, in einem etwas weiten Kapillarrohr be- 
stimmt, lag bei ca. 58°, der Erstarrungspunkt bei 54°. Nach 
der Heintzschen Tabelle,') die freilich keine unbedingte Giiltig- 
keit beanspruchen kann, wiirde es sich also um Palmitinséure 
mit einer Beimischung von etwa 20 °/o Stearinséure handeln. 

Es unterliegt wohl kaum einem Zweifel oder ist mindestens 
sehr wahrscheinlich, dai im vorliegenden Falle, sei es nun durch 
das autolytische Ferment, sei es durch die allerdings nur spir- 
lich vorhandenen Schimmelpilze, eine Spaltung der Choleinsaure 
oder einer gepaarten Desoxycholséure im Sinne der genannten 
Autoren stattgefunden hat. 

Sowohl den weifien Niederschlag, als auch die autolysierte 
Galle habe ich einstweilen zur weiteren Untersuchung auf- 
bewahrt. 

Die Entdeckungen von Wieland und Sorge scheinen mir 
eine neue Anschauung tiber die Bildung der Gallensteine nahe- 
zulegen. Es scheint mir wohl denkbar, daf die Spaltung der 
Desoxycholséureverbindungen unter Ausscheidung von palmitin- 
saurem Kalk durch Bakterium coli oder anderer Darmbakterien 
bei der Bildung der Gallensteine eine wesentliche Rolle spielt. 

Allerdings kénnte man beziiglich der Bildung von palmitin- 
saurem Kalk in der Gallenblase auch an einen ahnlichen Vor- 
gang wie bei der Leichenwachsbildung denken — dazu ist aber 
die Quantitit des Fettes in der Galle wohl zu gering — oder an 
eine Zersetzung von Lecithin, Spaltungsprodukte desselben 
sind aber in frischer, nicht gefaulter Galle meines Wissens 
bisher nicht aufgefunden. Jedenfalls ist kiinftig auf etwaiges 
Vorkommen von Palmitinséure bezw. palmitinsaurem Kalk in 
Gallensteinen zu achten. 





') Hoppe-Seyler, Thierfelder Handbuch usw., 8. Aufl., S. 64. 




















Zur Kenntnis des Zuckerabbaus beim Diabetes mellitus. 
Von 
Privatdozent Dr. W. Stepp. 








(Aus der medizinischen Klinik zu GieBen, Professor Dr. V oit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. April 1916.) 


























Die alte Streitfrage, ob die Hyperglykimie beim Diabetes 
mellitus auf Storungen der Zuckerverwertung oder auf zu reich- 
licher Zuckerbildung beruht, hat bis heute eine endgiiltige Ent- 
scheidung nicht erfahren. Solange wir nicht den Zuckerabbau 
beim Gesunden in allen seinen Phasen iibersehen kiénnen, er- 
scheinen Versuche, in den Kohlenhydratstoffwechsel beim Dia- 
betiker einzudringen, nicht sehr aussichtsvoll. Dagegen wird 
es mOglich sein, gewisse Richtlinien fiir weitere Forschungen 
zu bekommen, wenn man sich AufschluB tiber die Héhe des 
Kohlenstoffs im enteiweiften Blut verschafft. Die Kohlen- 
hydrate mit ihrem hohen Kohlenstoffgehalt miissen stirkere 
Schwankungen in deutlichen Ausschligen des «Kohlenstoff- 
spiegels» anzeigen. Man vergegenwiirtige sich nun, dai beim 
Diabetes der Blutzucker bis tiber das 10fache der Norm an- 
steigen kann! Es werden hier groBe Ausschliage in den Kohlen- 
stoffwerten des Blutes zu erwarten sein. Der Traubenzucker 

| enthalt 40°/o Kohlenstoff, somit entsprechen dem normalen 
Blutzuckerwert von etwa 0,1°/o 40 mg Kohlenstoff. Steigt der 
Blutzucker beim Diabetes auf das Mehrfache, so wird die auf 
ihn entfallende Kohlenstoffmenge fiir jede Steigerung um 0,1°/o 
mit 40 mg in die Hohe gehen. Nun bildet aber der auf den 
Blutzucker treffende Kohlenstoffwert nur einen Teil des im ent- 
eiweifiten Blut vorhandenen Kohlenstoffs, zum grofen Teil gehért 
er unbekannten Verbindungen an. Vergleichende Bestimmungen 
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des Blutzuckers und des Kohlenstoffs im enteiwei®ten Blut von 
Diabetes-Kranken werden somit gestatten, das Verhaltnis von 
Zuckerkohlenstoff zum Gesamtkohlenstoff!) und etwa hierin ein- 
tretende Anderungen klar zu iibersehen. Vielleicht lassen sich 
hierbei wichtige Aufschliisse tiber den Kohlenhydratabbau ge- 
winnen. 

Ich habe solche Untersuchungen ausgefiihrt und dabei mich 
der im Laboratorium von Franz Hofmeister fiir die Ermittelung 
des sogenannten «Restkohlenstoffs» benutzten EnteiweiBung 
mit Phosphorwolframséure bedient.?) Diese Methode hatte fiir 
meine Zwecke erstlich den Vorteil, daf nicht nur simtliche koagu- 
lablen Eiweifk6rper einschlieflich des Serummukoids, sondern 
auch nicht eiweifartige Korper, wie die Harnsaéure und die Haupt- 
menge der tibrigen Purine, ferner héhere Fettsauren und so gut 
wie alle im Blut kolloidal suspendierten Korper entfernt werden. 

Hierfiir habe ich beziiglich des Cholesterins und der Phosphatide 
den direkten Nachweis erbracht. Das Filtrat der Fallung von ca. 100 ccm 
Hundeblut wurde mit Baryumcarbonat neutralisiert und zur Trockne ge- 
bracht. Der Riickstand wurde pulverisiert und mit kochendem Alkohol 
extrahiert, ein Teil des alkoholischen Extraktes mit Natriumalkoholat ver- 
seift, dann in Wasser aufgenommen und mit Ather extrahiert. Der nach 
dem Verjagen des Athers verbleibende Riickstand wurde in wenig heifem 
Alkohol gelist und damit sowohl die Windaussche Digitoninprobe wie 
die Liebermannsche Reaktion angestellt. Beide fielen negativ aus. 

Der andere Teil des alkoholischen Extrakts aus dem mit Baryum- 
carbonat eingedampften Filtrat wurde mit Siéiuregemisch verascht und 
dann mit Ammon. molybdat. nach Neumann auf Phosphorsiure gepriift. 


Auch diese Probe fiel negativ aus. 
Durch die Phosphorwolframséure werden also aus dem Blut Chole- 


sterin wie Phosphatide quantitativ ausgefallt. 

Des weiteren eignete sich das Filtrat auBer zur Kohlen- 
stoffbestimmung vorziiglich zur Ermittelung des Blutzuckers 
und des Gesamtacetons, es muften sich ferner in ihm alle 
als Zuckerabbauprodukte in Frage kommenden Ko6rper finden. 

Mancini, der zuerst Restkohlenstoffbestimmungen im 
Blute, das mit Phosphorwolframsdure enteiweiBt war, nach der 
von Spiro modifizierten Messingerschen Methode ausgefiihrt 





‘) Gemeint ist der gesamte Restkohlenstoff des enteiweifiten Bluts. 
*) Mancini, Bioch. Zeitschr., Bd. 26, 1910, S. 149. 
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hat, berichtet iiber seine Ergebnisse in zwei Arbeiten. Zu der 
ersten!) wurden vorwiegend Untersuchungen am Hundeblut und 
nur in drei Fiillen an Menschenblut ausgefiihrt. In zweien 
davon handelte es sich um Placentarblut, in dem dritten um 
Blut einer Uraémischen. Die Bestimmungen, die mit Serum 
ausgefiihrt waren, ergaben, auf 100 ccm Serum berechnet, fiir 
das Placentarblut 173 und 179 mg, fiir das Uraémieblut 214 mg 
Kohlenstoff. Wir moéchten hier gleich vorwegnehmen, da’ unsere 
Werte im Gesamtblut sich auch etwa in dieser Héhe bewegen. 

Die von Mancini in seiner zweiten Arbeit?) erhaltenen 
Befunde an Blut von Gesunden und Kranken ergaben andere 
Werte. Sie miissen hier aufer Betracht bleiben, da sie unter 
Anderung der Methodik erhalten sind. Uberdies hat Mancini 
Diabetikerblut nicht untersucht.$) 

Die von mir befolgte Technik schloB sich eng der von 
Mancini im Hofmeisterschen Laboratorium bei seiner ersten 
Arbeit geiibten an. Auf besondere technische Einzelheiten, die mir 
bei der Veraschung des Kohlenstoffs auf nassem Wege beachtens- 
wert erschienen, soll an anderer Stelle eingegangen werden. 





1) Biochem. Zeitschr., Bd. 26, 1910, S. 149. 

*) Biochm. Zeitschr., Bd. 32, 1911, S. 164. 

5) Die Angabe der Technik auf S. 165 der erwahnten Arbeit ist, wie 
mir Herr Prof. Dr. Mancini auf meine Anfrage mitteilte, infolge Druck- 
fehlers vollkommen unrichtig. Er arbeitete vielmehr folgendermafen: 
Er lief in einen 50 ccm 10°/oiger Fluornatriumlésung enthaltenden Mef- 
zylinder 50 ccm Blut einfliefhen, fiigte 100 com Wasser zu, das 6 ccm kon- 
zentrierte H,SO, enthielt, und fallte mit 100 ccm 10°/eiger Phosphor- 
siure. Soweit die persinlichen Angaben Mancinis. In der Arbeit heift 
es liber die Verarbeitung des Filtrats: «Das Ganze wurde filtriert und das 
ganze klare Filtrat in 2 gleiche Teile geteilt, die somit je 25 ccm Blut 
entsprachen. In denselben wurde nach der friiher beschriebenen Methode 
der Gehalt an Kohlenstoff durch Uberfiihrung in CO, bestimmt». Wenn 
Herr Mancini so gearbeitet hat, wie es hier beschrieben ist, so mufte 
er viel zu niedrige Werte bekommen. Nach dem Filtrieren bleibt in dem 
feuchten, sehr voluminisen Niederschlag so viel Fliissigkeit zuriick, daf 
das Gesamtfiltrat nur etwa 55—60°/o des Gesamtvolumens nach der Fiillung 
betriigt. Das Gesamtfiltrat entspricht daher durchaus nicht der verwandten 
Bluimenge und es ist folglich nicht gestattet, Werte, die aus der Halfte 
des Filtrats erhalten sind, auf die Hilfte des Blutes umzurechnen. 
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Im Verlaufe von ca. 200 Einzeluntersuchungen (stets 
Doppelbestimmungen) fand ich beim gesunden Menschen 
und bei Leichtkranken mit nur unwesentlichen, den Stoff- 
wechsel unseres Wissens nicht beeinflussenden Stérungen fiir 
100 ccm Gesamtblut Kohlenstoffwerte zwischen 170 
und 200 mg. Davon entfallen ca. 40 mg auf den Kohlenstoff 
des Blutzuckers, es verbleiben also ca. 130—160 mg Kohlen- 
stoff — «Nichtzucker-Kohlenstoff» —, die sich auf den 
Harnstoff, die Monaminoséuren, die Acetonkérper und unbe- 
kannte organische Verbindungen verteilen. Da der Harnstoff 
nur 20°/o Kohlenstoff enthalt und die Menge des Harnstoffs 
im Blute etwa 45—73 mg betragt, so treffen auf den Kohlen- 
stoff des Harnstoffs nur etwa 9—15 mg, also eine recht kleine 
Menge, wenn man ihr die grofe Menge des auf unbekannte 
Korper entfallenden Kohlenstoffs gegeniiberstellt. 

Wie liegen nun die Verhiltnisse beim Diabetes? Ist hier 
das Anwachsen des Blutzuckers von einem entsprechenden 
Anstieg des Kohlenstoffs begleitet? Denken wir uns einen 
Diabetesfall mit 0,3°/o Blutzucker! Der Zuckerkohlenstoff wiirde 
hier 3 - 40 = 120 mg betragen und es wiirde sich, voraus- 
gesetzt, da die Menge des iibrigen Kohlenstoffs gleich bliebe, 
ein Restkohlenstoff von 120 -+ 1451) = 265 mg ergeben. Und 
ein sehr hoher Blutzuckergehalt miiBte zu ungeheuren Kohlen- 
stoffzahlen fiihren, bei 0,9°/o wiirde der Restkohlenstoff einen 
Wert von (9 - 40) + 145 = 505 mg erreichen. 

Wie liegen nun die Verhialtnisse in Wirklichkeit? Ich 
habe bei einer Reihe von Diabetesfillen gleichzeitig den Rest- 
kohlenstoff und den Blutzucker bestimmt, bei verschiedenen 
wurden die Untersuchungen mehrmals wiederholt. 

Ich ging so vor, dai ich das Blut meist friihmorgens 
dem noch niichternen Patienten mit der AderlaBnadel entnahm 
und es in einem mit pulverisiertem Natriumfluorid beschickten 
Mefzylinder auffing. Es wurden je nach Bedarf etwas mehr 
als 50 oder 100 ccm entnommen. Dann wurde mit 10°/oiger 





') 145 als Mittel des Nichtzuckerkohlenstoffs, der zwischen 130 und 
160 mg schwankt. 
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Phosphorwolframsiure enteiweift. Nach vielen Versuchen er- 
schien mir das folgende Verfahren am raschesten und sichersten 
zum Ziele zu fiihren. In einem groBen (etwa 500 oder 1000 ccm) 
Mefizylinder wurde zuerst das 4fache der zur Verarbeitung 
gelangenden Blutmenge an Wasser genau abgemessen (200 bezw. 
400ccm), das Doppelte an 10°/oiger Phosphorwolframsiure (100 
bezw. 200ccm), dann auf je 100ccm Flissigkeit je 2 ccm konzen- 
trierte Schwefelséure (6 bezw. 12 ccm) zugegeben. Das Ganze 
wurde mit dem Glasstab gut durchgemischt, und nun aus der 
Pipette unter lebhaftem Riihren die gewihlte Blutmenge (50 bezw. 
100 ccm) langsam einlaufen gelassen. Dann wurde das Volumen 
notiert. Schon nach wenigen Minuten setzt sich der entstandene 
voluminése Niederschlag zu Boden und man bekommt ein 
wasserklares Filtrat. In der Regel lieB ich nach der Fillung 
das Ganze einige (mindestens 3) Stunden stehen und filtrierte 
dann. Die weitere Verarbeitung erfolgte erst nach weiteren 
12—24 Stunden. Nur in den seltensten Fallen trat beim Stehen 
des Filtrates noch ein leichter Niederschlag auf, der dann durch 
Filtrieren entfernt wurde. Fiir die Kohlenstoffbestimmung, die 
stets doppelt angesetzt wurde, gelangten in der Kegel 50 ccm 
des Filtrats zur Verwendung, weitere 50 bezw. 25 wurden zur 
Zuckerbestimmung nach Bertrand genommen (zuletzt auch 
hier stets Doppelbestimmungen!) AuSerdem wurde regelmabig 
der Stickstoff nach Kjeldahl und, wenn das Material reichte, 
das Gesamtaceton nach Schmitz-Embden bestimmt. Die 
Enteiweibung mit Phosphorwolframsaéure eignet sich ganz vor- 
zuglich zur Zuckerbestimmung im Gesamtblut. Nach ihrer 
Empfehlung durch Scheibler') fiir die Zuckerisolierung aus 
elweiBhaltigen Losungen hat sie Waymonth-Reid?) fiir die 
Blutzuckerbestimmung verwandt. Spiiter hat sie Oppler®) 
warmstens empfohlen. Er enteiweifte nicht wie Reid in der 
Wiarme, sondern in der Kilte und entfernte nach dem Filtrieren 
die Phosphorwolframsiéure mit Bleiacetat. Da es uns zuniachst 





1) Zit. nach Abderhalden, Handbuch der biochem. Arbeitsme- 
thoden, Bd. 2, S. 51. 

*) Ebenda, Bd. 5, 8. 175. 

3) Diese Zeitschr., Bd. 64, 1910, S. 393 und Bd. 75, 1911, S. 7. 
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nur auf die Verwendung des Bertrandschen Verfahrens ankam, 
konnten wir das Filtrat ohne weitere Verarbeitung benutzen. 
DafS das Vorhandensein der Phosphorwolframséure!) bei der 
Bertrandschen Zuckerbestimmung nicht stort, beweisen eigens 
angestellte vergleichende Zuckeranalysen im Blutplasma, in 
denen ich einmal mit Phosphorwolframsiure, das andere Mal 
mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach Michaelis und Rona 
enteiweifte. Die Werte stimmten in der Regel auf den Tropfen 
KMnO, genau iiberein. 
In folgendem seien kurz die Ergebnisse der Untersuchungen 
zusammengestellt: 
Fall I, Pat. Lu..., 33 Jahre alt, seit einigen Jahren 
Diabetes nachgewiesen, schwere Form. 
1. Untersuchung am 16. V. 15, am Tage zuvor in 
2100 ccm Harn 10,5 g Zucker (polar. bestimmt) ausgeschieden. 
Tagesmenge des Gesamtacetons 3,11 g. 
Blutzucker : 0,19 °/o. 
Rest-Kohlenstoff : 222 mg. 
Zucker- » : 76 » 
Nichtzucker- » : 146 » 
2. Untersuchung am 11. VI. 15, am Tage zuvor in 
1600 ccm Harn 19,2 g Zucker (polar.) ausgeschieden. 
Tagesmenge des Gesamtacetons 1,28 g. 
Blutzucker: 0,144°/o. Gesamtaceton in 100 Blut: 11 mg. 
Rest-Kohlenstoff : 206 mg. 
Zucker- » : 57,6 » 
Nichtzucker- > : 147,4 » 
3. Untersuchung am 1. XII. 15. Ausgebildetes Coma 
diabetic., 16 Stunden spater +. 
Blutzucker: 0,5°/o. Gesamtaceton in 100 Blut : 5,5 mg. 
Rest-Kohlenstoff : 401,8 mg. 


Zucker- » : 200 » 
Nichtzucker- , : 201,8 » 
Fall II, Pat. Goi..... , 27 Jahre alt, mittelschwere 


bis schwere Form. 





") Ich benutzte stets das Mercksche Praparat. 














RRND near shaesenerse 








Zur Kenntnis des Zuckerabbaus beim Diabetes mellitus. 219 


Untersuchung am 8. X. 15, niichtern. Am Tage zuvor 
(1. Hafertag) in 4100 ccm Urin 82g Zucker (polar.) ausgeschieden. 
Tagesmenge des Gesamtacetons 12,5 g. 
Blutzucker : 0,31°/o. Gesamtaceton in 100 Blut 8,2 mg. 
Rest-Kohlenstoff : 226 mg. 
Zucker- : >124 » 
Nichtzucker- » :102 » 
Fall IIT, Pat. Dr..... , 55 Jahre alt, leichte Form. 
Untersuchung am 8. X. 15 ambulatorisch; Pat. war 
14 Tage vorher nach mehrwochentlicher Behandlung entlassen 
worden; damals bei ca. 1000—1500 Urinmenge 5—10 g Zucker 
(polar.) in 24 Stunden ausgeschieden. 
Blutzucker : 0,28°/o. Gesamtaceton in 100 Blut 4,1 mg. 
Rest-Kohlenstoff : 214 mg. 


Zucker- > :112 » 
Nichtzucker- » : 102 » 
Fall IV, Pat. Bii..... , 42 Jahre alt, mittelschwere bis 


schwere Form. 

1. Untersuchung am 12. X. 15, niichtern. In den Tagen 
zuvor vorwiegend Gemiisediat, am 11. X.15 3800 Urin mit 
13,2 g Zucker (polar.). 

0,4°/o Blutzucker. Gesamtaceton in 100 Blut : 10,9 mg. 

Rest-Kohlenstoff : 213 mg. 
Zucker- > : 160 » 
Nichtzucker- » : 53 > 

2. Untersuchung am 16. I. 16, niichtern; am 15. I. 16 
5500 Urin mit 110 g Zucker (polar.) 

Tagesmenge des Gesamtacetons 3,54 g, wahrend der letzten 
Tage nur Gemiise mit 100 Butter und Alkohol. 

0,44 °/o Blutzucker. 

Rest-Kohlenstoff : 331,3 mg. 


Zucker- > :176 >» 
Nichtzucker- > :155,3 » 
Fall V, Pat. Hi..... , 33 Jahre alt, schwere Form. 


Untersuchung am 14. XII. 15, nicht niichtern. Am 13. 
XII. 15 in 3600 cem Urin 93,6 Zucker (polar.) ausgeschieden. 
Tagesmenge des Gesamtacetons 1,17 g. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 16 








220 W. Stepp, 


In den letzten Tagen vorwiegend Gemiise -+- 4 Eier 
-+- 80 g Butter. 
0,55 °/o Blutzucker. 
Rest-Kohlenstoff : 285,3 mg. 


Zucker- > : 220 » 
Nichtzucker- > : 65,3 » 
Wali Vi, Pat. Rr....... , 78 Jahre alt, leichte Form, 


Arteriosklerose, Emphysem. 
Untersuchung am 27. XII. 15, nicht niichtern. Am 26. 


XII. 15 in 2000 Urin 6 g Zucker (polar.) ausgeschieden, kein 
Aceton, keine Acetessigséure. 
Nahrung: gemischte Diat. 
Blutzucker: 0,24 %7/o. 
Rest-Kohlenstoff : 209 mg. 


Zucker- > : 96 » 
Nichtzucker- » : 113 >» 
Pall Vil, Pat. Be... , 18 Jahre alt. 


Seit wenigen Wochen erst subj. Beschwerden (starker 
Durst, Hunger usw.), vorher nicht behandelt. 

1. Untersuchung am 6. II. 16, nicht niichtern, am Tage 
vorher in die Klinik aufgenommen, bisher gemischte Diaét. Am 
Tage der Blutentnahme werden in 5800 Urin 340 g Zucker 
(polar.) ausgeschieden. 

Blutzucker : 0,91 °/o;1) Gesamtaceton in 100 Blut: 
10,4 mg. 

Rest-Kohlenstoff : 353 mg. 
Zucker- > : 364 » 
Nichtzucker- > :— » 

2. Untersuchung am 11. II. 16. 

Pat. hatte am 6. II. frei gewahlte gemischte Diat, am 7. und 
8. II. Gemiisetage, am 9. II. 1. Hafertag, am 10. II. 2. Hafer 
tag. An diesem Tage 2600 ccm Urin, kein Zucker (Trom- 


mer negat.) kein Aceton. 
Blutzucker: 0,445°/o. Gesamtaceton in 100 Blut 1,2 mg. 





‘) Zucker im Plasma nach Enteiweiflung mit Eisen: 0,98 °/o. 
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Rest-Kohlenstoff : 163 mg. 
Zucker- > :178 > 
Nichtzucker- > > » 

3. Untersuchung am 7. III. 16. 

In den letzten Wochen bei strenger Diat Harn stets vollig 
zuckerfrei (Trommer negativ), vom 29. Il. ab strenge Diat und 
25 g Brot, Harn zuckerfrei. Am 6. II. 16. Gemiisetag, 1500 
Urin, Nachtrommer, Aceton negativ. 

Blutzucker: 0,29 °/o. 

Rest-Kohlenstoff : 254 mg. 


Zucker- » :116 » 
Nichtzucker- > :145 » 
Fall VIII, Pat. Sto...... , 26 Jahre alt, mittel- 


schwerer Fall. 
Untersuchung am 16. II. 16, nachmittags 5 Uhr; am 14. 


und 15. II. Gemiisetage; am 15. II. 16 in 1200 Urin 3,6 g Zucker 
(polarim.) ausgeschieden. Tagesmenge des Gesamtacetons 0,62 g. 
Blutzucker: 0,409 °/o .Gesamtaceton in 100 Blut 4,1 mg. 
Rest-Kohlenstoff : 255,5 mg. 
Zucker- > : 163,6 » 
Nichtzucker- 2 : 91,9 » 

Ein kurzer Blick auf die Ergebnisse der Untersuchungen 
genligt, um sofort festzustellen: 

In der tiberwiegenden Mehrzahl der F Alle ist der 
Rest-Kohlenstoff wesentlich niedriger, als man nach 
dem Anwachsen des Blutzuckers erwarten sollte. Der 
Blutzucker nimmt also einen erheblich groferen Teil 
des Rest-Kohlenstoffes in Anspruch als in der Norm 
und der Nichtzucker-Kohlenstoff wird kleiner. 

Betrachten wir nun die Befunde im einzelnen! 

Um mdglichste Ubersichtlichkeit zu gewinnen und besonders 
die Beziehungen von Zucker- zu Nichtzucker-K ohlenstoff deut- 
lich zu machen, habe ich im folgenden die Verhiltnisse graphisch 
dargestellt. Die Figuren sind ohne weiteres verstindlich. Die 
Hohe der Rechtecke entspricht der Hohe der Kohlenstoffwerte 
und zwar zeigt 1 mm je 2 mg Kohlenstoff an. In der Zusammen- 
stellung sind sie nach der Hoéhe des Blutzuckers geordnet. 

16* 
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Tabelle 1. 
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Normal, 


Rest-C . . = 190 mg 
Zucker-C .== 40 » 
(0,1 °/y Blutzucker) 
Nicht- 
zucker-C = 150 mg 











LNG 
WALES WL 
Yi fy Yy 


(2. Untersuchung). 
Rest-C . =206 mg 
Zucker-C = 57,6 mg 
(0,144/,) Blutzucker) 
Nicht- 

zucker-C = 147,4 mg 


Tabelle 2. 





Fall I 
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Fall I 


(1. Untersuchung) 


Rest-C . . = 222 mg 
Zucker-C .= 76mg 
(0,19°/9 Blutzucker) 
Nicht- 
zucker-C = 146 mg 
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Fall Il 


Rest-C . . = 214 mg 
Zucker-C . = 112 mg 
(0,28°/, Blutzucker) 
Nicht- 

zucker-C = 102 mg 


(3. Untersuchung) 


Rest-C . . = 254 mg 
Zucker-C . = 116 mg 
(0,29 °/, Blutzucker) 
Nicht- 
zucker-C = 145 mg 


Fall VIT 








Fall II 


Rest-C . . = 226 mg 
Zucker-C, = 124 mg 
(0,31 °/, Blutzucker) 

Nicht- 
zucker-C = 102 mg 
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Tabelle 3. 
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Fall 1V 
(1. Untersuchung) 


Rest-C . . = 213 mg 
Zucker-C . = 160 mg 
(0,49/) Blutzucker) 

Nicht- 
zucker-C= 53 mg 


Im Normalblut macht die auf den Zucker entfallende 
Kohlenstoffmenge nur ungefahr 1/5 des gesamten Restkohlen- 
« Nichtzucker-Kohlen- 
stoff>, entfallt zum groften Teil auf unbekannte Verbindungen. 
Wir haben oben diese Verhialtnisse schon kurz auseinander- 
Beim Diabetes tritt — wenigstens bei der Mehrzahl 
der Falle — eine ganz unerwartete Erscheinung auf: Der Rest- 
kohlenstoff wachst nicht in dem Mafe, wie sich der Blutzucker- 
m. a. W. der Zucker-Kohlenstoff 
nimmt zu, der Nichtzucker-Kohlenstoff sinkt. So betragt 
der Nichtzucker-Kohlenstoff z. B. bei Fall III nur 102, bei 
Fall IV nur 53, bei Fall V 63 mg. Geradezu unverstindlich 
erscheint auf den ersten Blick der Befund von Fall VII, Unter- 


stoffs aus. 


gesetzt. 


Kohlenstoff vermehrt, 


Fall VIII. 


Rest-C . = 255.5 mg 
Zucker-C = 163,6 mg 
(0,409°/, Blutzucker) 
Nicht- 

zucker-C= 91,9mg 


Die Hauptmenge, 


der 


Fall IV 


(2. Untersuchung) 


Rest-C 


. = 331 mg 


Zucker-C = 176 mg 
(0,44/, Blutzucker) 


Nicht- 


zucker-C = 155,3 mg 
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Tabelle 4. 
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Fall VII Fall I Fall V Fall VII 
(2. Untersechung) (3. Untersuchung) Rest-C . = 285,8mg (1. Untersuchung) 
Rest-C . . = 163mg Rest-C .=401,8mg Zycker-C — 220 mg Rest-C . . = 353 mg 


ion gE ae Te 
zucker-C = @ zucker-C = 201,8mg = zucker-C = @ 
suchung 1 und 2. In der ersten Untersuchung hat hier die 
Blutzuckerbestimmung einen Wert von 0,91 °/o, d. h. 910 mg 
Zucker in 100 Blut ergeben, die des Restkohlenstoffs 353 mg C. 
In 910 mg Glukose sind aber 364 mg Kohlenstoff enthalten. 
Der Restkohlenstoff ist somit niedriger als der aus der 
Berechnung des Blutzuckers sich ergebende Zucker- 
kohlenstoff. Es geniigt also hier nicht einmal der Restkohlen- 
stoff zur Deckung des Kohlenstoffwertes, der auf den Blut- 


zucker allein entfallen mu. Eine zweite Untersuchung des 
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Blutes bei demselben Patienten, der 5 Tage nach Ausscheidung 
einer Tagesmenge von 340 g Zucker im Urin keinen Zucker 
mehr aufwies, ergab den gleichen, zunichst unerklirlichen Be- 
fund. Auch diesmal war die Restkohlenstoffmenge kleiner als 
die dem Zuckergehalt entsprechende, im itibrigen waren beide 
Werte etwa auf die Hilfte gesunken. 

Wie kann man nun diese beiden héchst merk- 
wlirdigen Befunde deuten? Sie sollen zunichst besprochen 
werden. 

Ohne weiteres ist das eine klar, dab der gesamte Rest- 
kohlenstoff unmdglich in seiner ganzen Menge auf den Blut- 
zucker entfallen kann. Denn neben dem Blutzucker existiert 
in dem mit Phosphorwolframsaure enteiweiften Blut noch eine 
ganze Reihe von anderen kohlenstoffhaltigen Verbindungen. 
Beim Normalen macht ja der Zuckerkohlenstoff nur etwa !/5 des 
Gesamtkohlenstoffs aus: In erster Linie denken wir an die 
N-haltigen Korper. DaB sie in derselben Menge im Diabetiker- 
blut vorhanden sind, wie im Blute des Gesunden, zeigt die 
Bestimmung des Stickstoffs, die wir stets neben der des Zuckers 
und des Kohlenstoffs durchgefiihrt haben. Wir haben in 100 cem 
Gesamtblut N-Werte zwischen 30 und 50mg gefunden. Es 
wurde bereits erwiihnt, daB davon ungefaéhr 70°/o auf den 
Stickstoff des Harnstoffs entfallen, und daB somit der Harnstoff- 
kohlenstoff auf etwa 9—15 mg zu schitzen ware. Der Rest 
anderer stickstoffhaltiger Substanzen als Harnstoff beansprucht 
gleichfalls einige Milligramm Kohlenstoff. Sie lassen sich schwer 
abschatzen, da es eine grofe Zahl von stickstoffhaltigen Korpern 
gibt, wie z. B. gewisse Aminosduren, die zu tiber 50°/o aus 
Kohlenstoff bestehen und bei denen auf 1 N-Atom 6—9 C-Atome 
treffen. Doch das sind nur ganz grobe Abschatzungen. Jeden- 
falls bleibt von dem Nichtzucker-Kohlenstoff, auch wenn wir 
bekannte Verbindungen, wie die Acetonkérper, mit hohen 
Werten einsetzen, ein betrachtlicher Rest, von dem wir nicht 
wissen, welchen Verbindungen er angehort. 

Wir kommen also nach diesen Uberlegungen zu dem bin- 
denden Schluf, dafi in dem Falle VII (Untersuchung 1 und 2) 
die Blutzuckerwerte zu hoch sein miissen. An der Richtigkeit 
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der Analysen an sich kann nicht gezweifelt werden. Alle 
Kohlenstoffbestimmungen sind Doppelbestimmungen, die gut 
iibereinstimmen. Die Zuckeranalysen wurden zwar anfangs 
nicht stets, wie die Kohlenstoffbestimmungen, doppelt angesetzt, 
aber haufig durch eine Kontrolle auf ihre Richtigkeit gepriift.') 
Analytische Fehler kénnen also nicht vorliegen. Wir miissen 
nach einer anderen Erklérung suchen. Geben uns die ver- 
wandten Methoden die Gewdhr, daf sie uns nun das anzeigen, 
was wir suchen? Der Kohlenstoff wird als Kohlensaéure gewogen. 
Da kann eine Taéuschung nicht vorliegen. Die Reaktion hin- 
gegen, die wir zur quantitativen Zuckerbestimmung verwenden, 
ist nicht nur der Glukose eigen, sondern einer ganzen Reihe 
von Substanzen, die die charakteristische Gruppe -CH OH. CO- 
besitzen. Die reduzierende Kraft einer Lésung ist nun wahr- 
scheinlich abhingig von der Zahl dieser Gruppen, sie sagt uns 
aber nichts dariiber aus, ob an der reduzierenden Gruppe eine 
lange oder kurze Kohlenstoffkette hangt. Beim Traubenzucker 
kommt 1 Aldehydgruppe auf 6, beim Glycerinaldehyd z. B. nur 
auf 3 C-Atome. Es verméchte also wahrscheinlich die Anwesen- 
heit von Zuckern mit weniger als 6 C-Atomen den niedrigen Ge- 
samtkohlenstoff zu erkléren.?) Es wiirde dann der Zuckerkohlen- 
stoff einen wesentlich niedrigeren Wert ergeben und die «para- 
doxe» Erscheinung verschwinden. Uber die reduzierende Kraft 
des Glycerinaldehyds, ausgedriickt in Knpfer, konnte ich in der 
mir zugiinglichen Literatur leider nichts finden. 

Jedenfalls vermégen wir das eine mit aller Sicherheit zu 
sagen, daB in dem einen Fall neben Traubenzucker ein 
anderer reduzierender Koérper mit entweder groferer 
Reduktionskraft oder niedrigerem Kohlenstoffgehalt 
als Traubenzucker im Blut vorhanden war. 

Ist nun diese Auffassung auch bei den anderen Diabetes- 
fallen mit den relativ zu niedrigen Kohlenstoffwerten geboten 





‘) Bei den spiteren Untersuchungen wurden stets Doppelbe- 
stimmungen ausgefiihrt. Die Differenz betrug bei der Titration mit Kohle 
0,4, héchstens 0,1—0,15 ccm. In der Regel stimmten sie auf den Tropfen. 

*) Die direkte Untersuchung auf Glycerinaldehyd mittels der « Kalte- 
reduktion» wurde nicht vorgenommen. 
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Druckfehlerberichtigune. 


Auf Seite 226, Fufinote 1, Zeile 2 Ende und Zeile 3 An- 
fang soll es heifen «bei der Titration mit KMnO, 
héechstens 0,1—0,15 ccm» (statt bei der Titration mit 
Kohle 0,4...) 
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oder kommen noch andere Erklirungsméglichkeiten in Frage? 
Eine scheint mir sehr wohl der Er6érterung wert. Nimmt man 
z. B. an, daf die in den Fallen III, IV (1. Untersuchung) und 
V erhaltenen Reduktionswerte nur auf Glukose zu beziehen 
sind, so wiirde hier in der Tat der Nichtzuckerkohlenstoff 
gegeniiber der Norm stark vermindert sein. Diese Verminde- 
rung kann nicht die stickstoffhaltigen Kohlenstoffverbindungen 
betreffen, denn der Stickstoff hat den gleichen Wert wie in der 
Norm. Es muB sich also um die stickstofffreien Kohlenstoff- 
verbindungen handeln, tiber die wir nichts Niiheres wissen. 
Vielleicht finden sich in dem Nichtzucker-Kohlenstoff des Ge- 
sunden Abbauprodukte des Zuckers, die Fehlingsche 
Losung nicht mehr reduzieren. Diese wiirden in unseren 
Diabetesfallen vermindert sein und man kénnte zu folgender 
Vorstellung gelangen: Der Abbau des Zuckers ist gestort, es 
kommt zu einer Anhadufung des Zuckers und zu einer Ver- 
minderung seiner Abbauprodukte im Blut. Nehmen wir jedoch 
an, daB an den Reduktionswerten nicht nur Glukose, sondern 
noch andere Substanzen Anteil haben, so verlieren unsere 
quantitativen Uberlegungen tiber die Verteilung des Kohlenstoffs 
auf zucker- und nichtzuckerartige Verbindungen an Sicherheit. 
Wir wissen namlich nicht, wie grobe Mengen der reduzierenden 
Substanzen den gefundenen Kupferwerten entsprechen, und 
kommen iiber grobe Abschatzungen nicht hinaus. Ist so der 
Wert fiir die reduzierenden Korper unsicher, so vermOgen wir 
die ihnen entsprechende KohlenstoffgréBe nicht mehr zu 
berechnen, auch wenn wir weiter ihren prozentischen Gehalt 
an Kohlenstoff wie beim Zucker mit 40 °/o annehmen. Es wire 
sehr verlockend, hier im Anschluf an die Arbeiten von Embden 
und seinen Mitarbeitern') an Kérper wie den Glycerinaldehyd 
und das Dioxyaceton zu denken. 

Wie man sieht, ist die Deutung unserer Befunde auBer- 
ordentlich schwierig und gestattet eine ganze Reihe von An- 
nahmen, ohne daf man einer davon einen besonderen Vorzug 
einréumen konnte. 





') Gustav Embden, Ernst Schmitz und Maria Wittenberg, 
Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 210, 1913. Hierselbst finden sich Hinweise auf 
eine grofie Zahl von Arbeiten, die hierher gehéren. 
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Auer den Diabetesfallen mit relativ niedrigen Kohlen- 
stoffwerten haben wir auch solche, bei denen sich der Gesamt- 
kohlenstoff um soviel erhdht, als man nach dem Zuckerzu- 
wachs von vorneherein erwartet hiatte. Besonders hoch ist 
er in dem Fall von Coma diabeticum. Hier wird der hohe 
Wert wohl — wenigstens zum Teil — auf die Acetonkérper 
und zwar vorwiegend die B-Oxybuttersaure zurtickzufihren sein. 
Das Gesamtaceton ist geringer als bei anderen Diabetesfiallen. 

Die Frage tibrigens, ob beim Diabetes aufer Zucker noch 
andere reduzierende Substanzen im Blute kreisen, ist vielfach 
untersucht worden, ohne daf sich tibereinstimmende Ergebnisse 
hatten erzielen lassen. Wé&ahrend eine Reihe von Autoren, wie 
Lyttkens und Sandgren,!) Schumm und Hegler?) und 
Paul Mayer’*) nach vollkommener Vergarung des Serums bezw. 
des Vollbluts noch reduzierende Substanzen nachweisen konnten, 
fanden Frank und Bretschneider*) im menschlichen Blut 
keinerlei Restreduktion. Ebenso ablehnend auferten sich Gries- 
bach und Strafiner.5) Neuerdings hat O. Schumm®) in um- 
fangreichen Untersuchungen das Problem der Restreduktion 
neu bearbeitet. Er kommt zu dem Ergebnis, daf die An- 
schauung Griesbachs und StraBbners, wonach die Reduk- 
tions- und Polarisationswerte praktisch durch die vorhandene 
Menge Traubenzucker bestimmt wurden, nicht zu Recht be- 
steht. Es gelang ihm, mit aller Sicherheit das Vorhandensein 
von reduzierenden Substanzen in vergorenen Blutausziigen nach- 
zuweisen. Damit findet die altere Anschauung von dem Be- 
stehen einer Restreduktion eine neue Stiitze. Wie gro8 der 
Umfang der Restreduktion beim Diabetes ist, wissen wir noch 
nicht mit Sicherheit. Nach unseren Befunden kénnte man viel- 
leicht fiir manche Diabetesfalle eine recht erhebliche Rest- 
reduktion erwarten. Man muB sich hierbei jedoch gegenwartig 





2) Zit. nach Schumm, Diese Zeitschr., Bd. 96, Heft 3, S.204, 1915. 
5) Biochem. Zeitschrift, Bd. 50, S. 362, 1913. 

4) Diese Zeitschr., Bd. 71, S. 157, 1911; Bd. 76, S. 233, 1912. 

5) Ebenda, Bd. 88, S. 199, 1913. 

6) Ebenda, Bd. 96, S. 204, 1915. 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 31, S. 153, 1911. 
) 
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halten, daB manche niedere Zucker von Hefe vorziiglich ver- 
goren werden. So fanden E. Buchner und J. Meisenheimer,') 
daB die Girfahigkeit des Dioxyacetons in einigen ihrer 
Versuche «direkt der des Traubenzuckers gleichkam», wihrend 
der Glycerinaldehyd nur sehr langsam und unvollstandig ver- 
goren wurde. Ferner ist zu bedenken, daf es nach Neuberg 
und Ishida?) eine «zuckerfreie Hefegérung» gibt. 

Die Kohlenstoffbestimmung im enteiweibten Blut gestattet, 
wie man sieht, iiberraschende Einblicke in den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel. Sie zeigt, dafi die Verhiltnisse im Blute des Dia- 
betikers nicht einfach in der Weise eine Anderung erfahren, 
da8 der Blutzucker sich vermehrt, wahrend sonst im Blut alles 
unverandert bleibt.*) Es treten vielmehr beim Diabetes grobe 
Umwailzungen im Gebiet der Kohlenhydrate auf. Aber wir sehen 
auch, daB zwischen den einzelnen Diabetesfillen groBe Diffe- 
renzen bestehen, ja sogar bei dem einzelnen Fall, wenn man 
zu verschiedenen Zeiten untersucht. Es erscheint nicht un- 
moglich, auf diese Weise zu einer besonderen Gruppierung 
innerhalb des Diabetes zu gelangen. Wir halten es jedoch fiir 
verfriiht, jetzt schon bestimmtere Anschauungen auszusprechen. 

Endlich hat die Kohlenstoffbestimmung im Blute gezeigt, 
daB es nicht angingig ist, die bei der Blutzuckerbestimmung mit 
Hilfe von Reduktionsmethoden erhaltenen Werte ohne weiteres 
auf Zucker umzurechnen. In gewissen Diabetesfillen sind sicher 
neben Zucker erhebliche Mengen von anderen reduzierenden Sub- 
stanzen vorhanden. 


Zusammenfassung. 


1. Im Blut von Diabetikern, das mit Phosphorwolfram- 
siure enteiweiBt ist, wird der sogenannte Restkohlenstoff be- 
stimmt, um so bei gleichzeitiger Blutzuckerbestimmung einen 
Uberblick iiber die Verteilung des Kohlenstoffs auf zucker- und 
nichtzuckerartige Substanzen zu erhalten. 

2. Dabei ergibt sich die iiberraschende Tatsache, dafi in 
der Mehrzahl der Fille der Restkohlenstoff nicht in dem Mabe 


1) Ber. d. Deutsch. Chem. Ges., Bd. 43, S. 1773 (1910). 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 142, 1911. 
3) Von den Acetonkérpern sei hier abgesehen. 
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in die Hohe geht, wie man nach der Erhohung des Blutzuckers 
erwarten wurde. Rechnet man die dem Blutzucker entsprechende 
Kohlenstoffmenge aus, so entfallt die Hauptmenge des gesamten 
Restkohlenstoffs auf Zucker und es verbleibt nur eine kleine 
Menge von «Nichtzucker-Kohlenstoff>. 

Das Verhiltnis von «Zucker-» zu «Nichtzucker-Kohlen- 
stoff» ist also ganz anders als in der Norm. 

3. In einem Fall (bei zwei zeitlich auseinander liegenden 
Untersuchungen) wird ein auf den ersten Blick vollig unver- 
stindlicher Befund erhoben: Der Zuckerkohlenstoff ergibt einen 
hdheren Wert als der gesamte Restkohlenstoff. Ein methodischer 
Fehler kann nicht vorliegen, es gibt nur eine Erklarung: Die 
mittels der Bertrandschen Methode erhaltenen Reduktions- 
werte kénnen unmdglich allein auf Glukose bezogen werden. 
Es miissen aufer Glukose noch eine oder mehrere andere 
reduzierende Substanzen vorhanden sein, die entweder ein 
stirkeres Reduktionsvermégen oder einen niedrigeren Kohlen- 
stoffgehalt haben als Glukose. 

4. Man wird daher in Zukunft die aus Blut durch Re- 
duktionsmethoden gewonnenen Werte nicht mehr ohne weiteres 
als Zucker rechnen diirfen. 


Anmerkung. Nach Abschluf der vorstehenden Arbeit konnte ich 
bei einem weiteren Diabetesfall im Blut einen schon in der KAalte redu- 
zierenden Kérper nachweisen. Die Reduktion betrug ca. '/s der Gesamt- 
reduktion in der Wairme. Es wird sich empfehlen, in Zukunft mittels 
der «Kaltereduktion>» auf niedrige Zucker im Blute zu fahnden. 


Anhang. 
Analytische Belege. 
Fall I. 
1. Untersuchung. 50ccm Filtrat (entspr. 6,972 Blut) ergeben 
1. 0,0575 g CO, 
2. 0,0571 » CO, 
Mittel 0,0573 g CQ,. 
Fir 100 Blut 0,811 g CO, und 0,222 g C. 
2. Untersuchung. 50 ccm Filtrat (entpr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0527 g CO, 
2. 0,0539 » CQ, 








Mittel 0,0533 g CO,. 
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Fiir 100 Blut 0,756 g CO, und 0,206 g C. 
3. Untersuchung. 50ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,1046 g CO, 
2. 0,1031 » CO, 
Mittel 0,1038 » CO,. 
Fir 100 Blut 1,507 g CO, und 0,4018 g C. 


Fall II. 
50 ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0591 g CO, 
2. 0,0576 » CO, 


Mittel 0,0583 g CO,. 
Fiir 100 Blut 0,827 g CO, und 0,226 g C. 


Fall III. 
50 ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0551 g CO, 
2. 0,0559 » CO, 
Mittel 0,0555 » CO,. 
Fir 100 Blut 0,787 g CO, und 0,214 g C. 


Fall IV. 
1. Untersuchung. 50ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0555 g CO, 
2. 0,0547 » CO, 
Mittel 0,0551 » CO,. 
Fiir 100 Blut 0,582 g CO, und 0,213 g C. 
2. Untersuchung. 25 ccm Filtrat (entspr. 3,5225) Blut ergeben 
1. 0,0444 g CO, 
2. 0,0413 » CO, 


Mittel 0,0428 g CQ,. 
Fiir 100 Blut 1,215 g CO, und 0,3313 g C. 


Fall V. 
50 ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0706 g CO, 
2. 0,0768 » CO, 
Mittel 0,0737 g CO,. 
Fir 100 Blut 1,095 g CO, und 0,2853 g C. 


Fall VI. 
50 ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0536 g CO, 
2. 0,0543 » CO, 


Mittel 0,0540 g CO,. 
Fiir 100 Blut 0,7683 g CO, und 0,209 g C. 
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" Fall VII. 


1. Untersuchung. 50 ccm Filtrat (entspr. 5,449 Blut) ergeben 
1. 0,0695 g CO, 
2. 0,0716 » CO, 
Mittel 0,0706 » COQ,. 
Fiir 100 Blut 1,2956 g CO, und 0,3534 g C. 
2. Untersuchung. 50 ccm Filtrat (entspr. 7,04 
1. 0,0417 g CO, 
2. 0,0425 » CO, 
Mittel 0,0421 » CO, 
Fir 100 Blut 0,5976 g CO, und 0,163 g C. 
3. Untersuchung. 50 ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0650 g CO, 
2. 0,0664 » CO, 
Mittel 0,0657 g CO,. 
Fir 100 Blut 0,932 g CO, und 0,254 g C. 


on 


Blut) ergeben 











Fall VIII. 
50 ccm Filtrat (entspr. 7,045 Blut) ergeben 
1. 0,0651 g CO, 
2. 0,0669 » CO, ' 
Mittel 0,0660 g CO,. 
Fir 100 Blut 0,9368 g CO, und 0,2555 g C. 
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III. Mitteilung. 
Von 
M. Siegfried und W. Schunke. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1916.) 


Das £-Glutokyrin hat fiir die Eiweifchemie an Interesse 
gewonnen, seitdem es wahrscheinlich geworden ist,!)?) daB 
es durch Einwirkung von Silberbaryt nach Kossel nicht in 
vorher schon bestehende Komponenten getrennt, sondern dab 
es gespalten wird. Eine solche Spaltung wiirde bedeuten, daB 
durch Silberbaryt die Losung einer Bindung erfolgt, welche 
der Hydrolyse einen relativ groBen Widerstand entgegensetzt. 
Sie kann dadurch erklirt werden, daB man annimmt, daB ein 
Platz, an den das Silber zu treten bestrebt ist, durch die 
Reaktion frei gemacht wird, daB aber, wenn das Silber fehlt, 
Barythydrat allein die Spaltung nicht bewirkt, in dhnlicher 
Weise, wie Imidazol*) und ein Teil seiner Derivate*—’) durch 
Natronlauge und Saurechlorid aufgespalten werden, durch Natron- 
lauge allein aber nicht. 


CH—NH CH—NH—CO—C,H, 
™~* a 

| cr —> | 

C—N C—NH—CO—C,H, 

| | 

H H 


Es kann auch das Silberoxyd katalytisch oder oxydierend 
wirken. 





1) B. Todorowic, Inaug.-Diss., Leipzig, 1912. 

*) M. Siegfried, Diese Zeitschr., Bd. 84, S. 288 (1913). 

8) E.Bamberger und B. Berlé, Liebigs Ann., Bd. 273, S. 342 (1893). 
4) A.Windaus und F. Knoop, Berl. Ber., Bd. 38, S. 1166 (1908), 
5) A. Windaus, Berl. Ber., Bd. 42, S. 758 (1909). 

6) A. Windaus, Berl. Ber., Bd. 43, S. 499 (1910). 

") A. Kosselu.S. Edlbacher, Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 396 (1915). 
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Zur Beantwortung dieser, wie uns scheint, wichtigen 
Fragen sollte auch diese Untersuchung dienen. 


Darstellung des Glutokyrin-f-sulfates. 


Die Zersetzung der kéauflichen ersten Qualitaét Leder- 
gelatine geschah mit der 10fachen Menge 16,5°/oiger Salz- 
siure wahrend 28 Tagen bei 38—40° unter fortwahrendem 
Riihren. An drei Darstellungen wurden 500, 750 und 500 g 
Gelatine verarbeitet. Das schon einmal in Alkohol gefiallte 
Sulfat der ersten und dritten Darstellung wurde in friiher be- 
schriebener Weise fiinfmal, bei der zweiten Darstellung viermal 
umgefillt. Bei der ersten und zweiten Darstellung wurden 
je 25 g reines Suifat gewonnen. 


Elementare Zusammensetzung des Kyrinsulfates. 


Obgleich die Elementaranalyse auch bei den Kyrinsulfaten 
wegen der dhnlichen Zusammensetzung derselben nicht aus- 
schlaggebende Resultate liefern kann, erschien es uns doch 
wiinschenswert, an neuem Praéparate die vor langer Zeit er- 
mittelte!) elementare Zusammensetzung zu kontrollieren. Hierbei 
wurden die friiher gewonnenen C-, H- und S-Werte bestatigt, 
der Stickstoffgehalt etwas niedriger gefunden. Friiher waren 
diese Bestimmungen nach Dumas ausgefiihrt, wahrend wir die 
Kjeldahl-Methode benutzten. 

Das Sulfat wurde im Alkohol-Siede-Trockenapparate unter 
Zuleitung mit Schwefelsiure getrockneter Luft bis zum kon- 
stanten Gewichte getrocknet. Die Konstanz trat in der Regel 


nach 10mal 24stiindigem Trocknen ein. 

1. 0,1683 g Substanz gaben 0,1998 g CO, und 0,0952 g H,0 
C = 32,37% H = 633%. 

2. 0,2010 g Substanz gaben 0,2391 g CO, und 0,1124 g H,O 
C = 32,44°%o H = 6,26 %o. 

3. 0,1168 g Substanz erhielten 13,3 ccm /10-S. N = 15,950 

4, 0,2042 » > >» 23,2 » D/o0-S. N = 15,90%o 

5. 0,8012 » » »  0,6076 g BaSO,. S = 10,42°%o 


Lediglich als Diskussionsformel sei fiir das Gluto-B-Kyrin- 
sulfat die folgende aufgestellt: C,,H,,;N,0, - 2 H,SO,. 





') M. Siegfried u. O. Pilz, Diese Zeitschr., Bd. 58, S. 222 (1908). 
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Hierfiir berechnet: Gefunden: 
C 32,51 °/o 32,4 °/o 
H 5,94 °/o 6,3 °/o 
N 15,63 °/o 15,9 °/o 
S 10,22 °/o 10,4 °%/o. 


Der Carbaminoquotient, der Formol-Stickstoff der 
v. Slyke-Stickstoff und der Acylquotient des Gluto- 
kyrin-f§-sulfates. 


Diese Werte waren zum Teil bereits friiher bestimmt und 
sind jetzt kontrolliert worden, teils wurden sie zum ersten Male 
ermittelt. Sie sind wertvolle Konstanten fiir intermediare Eiweib - 
spaltungsprodukte. 

Es fragt sich, inwieweit lassen sich diese Grdfen auch 
zu Schliissen auf die Konstitution anwenden? Fiir alle vier 
Werte gilt es, bei Schliissen auf die Konstitution insofern Vor- 
sicht walten zu lassen, als die Gesetzmafigkeiten, die fiir die 
einzelnen Reaktionen bekannt geworden sind, an einfachen 
K6rpern, Aminoséuren oder héchstens niederen Peptiden beob- 
achtet worden sind. Ob dieselben Gesetze bei komplizierteren 
Korpern uneingeschrankt gelten, wissen wir nicht. Das ver- 
schiedene Verhalten von Imidazolderivaten gegen Acylierungen, 
auf das weiter unten eingegangen werden soll, zeigt deutlich 
die Unzuverlissigkeit von Schliissen auf die Konstitution aus 
der Grd8e der Acylquotienten. 


; CO, . 
Der Carbaminoquotient ist fiir Aminosaéuren und 


Peptide bis zu Tripeptiden festgelegt.!—) 

Die aliphatischen Aminogruppen reagieren quantitativ, auch 
die Methylaminogruppen wie im Sarkosin, ebenso die Amino- 
gruppen der aliphatischen Seitenketten aromatischer Amino- 
sduren, wie der Phenylaminoessigsaure und des Phenylalanins, 





1) M.Siegfriedu.C. Neumann, Diese Zeitschr., Bd. 54, S.423 (1908). 

2) M. Siegfried und H. Liebermann, Diese Zeitschr., Bd. 54, 
S. 437 (1908). 

5) H. Liebermann, Diese Zeitschr., Bd. 58, S. 84 (1908). 

*) W. Sulze, Pfliigers Arch., Bd. 186, S. 712 (1909). 
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hingegen die am Benzolring befindlichen Aminogruppen unvoll- 


stiindig. Letztere diirften in der Eiweifichemie nicht in Betracht 
, _ 
kommen. Wiaihrend die Gruppe ae in der Diglykol- 


2 
amidsiiure quantitativ reagiert, ist die Gruppe NH—CO— der 


Hippursadure indifferent, in den Peptiden teilweise reaktions- 
fiihig gegen Kohlensiure. Nicht reagieren die Saureamide, 
Harnstoff und Guanidin und die Derivate derselben, Kreatin und 
Kreatinin, wahrend von den vier Stickstoffatomen des Arginins 
eins, natiirlich das der Aminosdurekette, reagiert. Ebenfalls 
die Stickstoffgruppe der Seitenkette reagiert im Histidin, das 
Prolin reagiert fast vollstandig, wahrend das Tryptophan, das 
Indolalanin mit der Stickstoffgruppe der Seitenkette quantitativ, 
mit der des Indolringes etwa zur Halfte reagieren. 

Ganz besonders wertvoll ist der Carbaminoquotient als 
Konstante deshalb, weil er in so vielen Fallen erkennen laft, 
ob ein Gemisch vorliegt oder nicht. Bei Ermittelung des Quo- 
tienten wird ein basischer Kalkniederschlag erzeugt und im 
Filtrate desselben der Quotient bestimmt. Nun sind die Calcium- 
salze der Carbaminosaéuren verschiedener Korper sehr ver- 
schieden ldslich. Infolgedessen erhalt man bei einem Gemenge 
verschiedener Peptone, Kyrine, abweichende Werte fir den 
Quotienten, wenn man die Bestimmung bei verschiedenen Kon- 
zentrationen ausfiihrt, da bald mehr bald weniger von der 
schwerlislichen Verbindung im Niederschlage bleibt und so fiir 
den Quotienten weniger oder mehr zur Geltung kommt. Man 
erkennt also, daB ein Gemenge vorliegt, daran, dai bei wechseln- 
der Konzentration von einander abweichende Zahlen erhalten 
werden. Diesen Vorteil besitzt die Methode von Sérensen 
nicht. Hingegen hat sie den Vorteil schnellerer Ausfiihrbarkeit. 

Es reagieren auch hier die Aminogruppen mit Ausnahme 
der Séureamidgruppen, ebenfalls nicht die Guanidin-Amido- 
gruppen. Die NH-Gruppe des Sarkosins reagiert wie gegen 
Kohlenséure quantitativ.1, *) Auch die NH-Gruppe des Prolins 


') Clementi, Chem. Zentralblatt 1915, S. 1089. 
*) M. Siegfried und H. Reppin, Diese Zeitschr., Bd. 95, S. 19 (1915). 
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reagiert.') Indifferent ist Formol gegen Peptidgruppen, also 
reagieren iiberhaupt nicht Diketopiperazine.!,2) Es ist dies 
deshalb bemerkenswert, weil der Fortgang der Hydrolyse durch 
Formoltitrierung bestimmt wird, aber bei langsamer Proteolyse 
soleche Anhydride direkt entstehen sollen.*) In dem MafBe also, 
wie letzteres geschieht, gibt die Formoltitrierung ein fehler- 
haftes Bild von dem Fortschreiten der Hydrolyse, indem sie 
die Abspaltung von solchen Anhydriden nicht anzeigt. In dieser 
Beziehung ist auch das verschiedene Verhalten von Histidin 
und seiner Derivate gegen Formol wichtig. Histidin liefert 
wesentlich mehr Formolstickstoff, als sich fiir die NH,-Gruppe 
berechnet,*) nach Kossel und Edlbacher®) 116—133°/o statt 
100°/o, das Imidazol 84—85°!o, der Methylester des Histidins 
174-—200°/o. Wenn das intraprotein mit der Carboxvlgruppe 
gebundene Histidin sich ebenso verhilt, so erhilt man bei der 
Proteolyse durch Aufsprengung der Carboxylgruppenbindung 
des Histidins weniger formoltitrierbaren Stickstoff als vorher. 
Was hier fiir das Histidin gefunden wurde, kann fiir andere 
Komplexe ebenfalls gelten. 

Der van Slyke-Stickstoff wird ebenfalls von Amino- 
gruppen und nicht von Siureamidgruppen geliefert, auch nicht 
von Guanidin-Amidogruppen. Wahrend aber Prolin und Sarkosin 
gegen Kohlensiure und Formol reagieren, geben diese Amino- 
sduren keinen Stickstoff nach van Slyke. Betreffs der Peptid- 
bindungen besteht eine gewisse Unsicherheit. Salpetrige Saure 
wirkt auch auf Peptidbindungen ein, ®) unter den nach van Slyke 
eingehaltenen Bedingungen, soweit bisher bekannt, nur auf Pep- 
tide, welche Glycin als Komponente enthalten. ’, *) 





1) S$. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 45 (1908). 

*) P. Glagelow, Biochem. Zeitschr., Bd. 70, S. 118 (1915). 

8) E. Abderhaldenu. C. Funk, Diese Zeitschr., Bd. 53, S. 19 (1907). 

*) V. Henriques und J. K. Gjoldbaek, Diese Zeitschr., Bd. 75 
S. 363 (1911). 

5) A.KosselundS. Edlbacher, Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 396(1915). 

6) E. Fischer u. W. Koelker, Liebigs Ann., Bd. 340, S. 172 (1905). 

”) D. D. v. Slyke, Journ. of Biol. Chem., Bd. 9, S. 185 (1911). 

‘) E. Abderhalden und D. D. v. Slyke, Diese Zeitschr., Bd. 74, 
S. 505 (1911). 

17* 
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: Der Acylquotient. 


Die zuerst von J. Baum!) angewandte Acylierung von 
Aminosauren nach Baumann und Schotten mit Benzoylchlorid 
wurde von Hedin?) durch Ersatz des Benzoylchlorides durch 
ein schwefelhaltiges Saurechlorid, das Benzolsulfochlorid, weiter- 
gefiihrt, namentlich aber durch die Methode von E. Fischer und 
P. Bergell*) unter Einfiihrung des 8-Naphthalinsulfochlorides 
fruchtbar gemacht. Die Anwendung eines schwefelhaltigen Saure- 
chlorides erméglicht eine genaue Kontrolle der Anzahl der in 
kompliziertere Molekiile eingetretenen Acylgruppen, durch Be- 
stimmung des Stickstoffes einerseits und der des Schwefels ander- 
seits. Deshalb hat auch das Naphthalinsulfochlorid vor dem 
besonders schon krystallisierende Derivate gebenden o-Nitro- 
toluolsulfochlorid*) den Vorzug, weil wegen der Nitrogruppe 
die Bestimmung des Stickstoffs nach Kjeldahl besondere Modi- 
fikationen erfordert. 

Es entspricht also jeder eingetretenen Acylgruppe 1. Atom 
Schwefel. Wenn auch die Saurechloride nicht nur auf Stickstoff- 
gruppen, sondern auch auf Hydroxylgruppen einwirken, so ist 
doch beikomplizierteren intermediaren Eiweifspaltungsprodukten, 
deren Formel unbekannt ist, der Stickstoffgehalt das beste und 
am leichtesten zu ermittelnde MaB der Verbindungen. Deshalb 
setzen wir den Schwefelgehalt der Naphthalinsulfoprodukte in 


Beziehung zum Stickstoffgehalt. 
Als Acylquotient sei das VerhAaltnis = bezeichnet, 


in dem S die atomistischen Mengen Schwefel, N die 
atomistischen Mengen Stickstoff bedeutet. 

Man erhilt also die Werte S und N des Quotienten, 
indem man die durch die Analysen gefundenen absoluten Werte 
fiir S und N durch die betreffenden Atomgewichte dividiert. 

Bisher ist beobachtet worden, da Peptone und Kyrine 
in hédherem Grade mit Saurechloriden reagieren als gegen 





‘) J. Baum, Diese Zeitschr., Bd. 9, S. 465 (1885). 

*) S. G. Hedin, Berl. Ber., Bd. 23, S. 3196 (1890). 

5) E. Fischer und P. Bergell, Berl. Ber., Bd. 35, S. 3779 (1902). 
*) M. Siegfried, Diese Zeitschr., Bd. 43, S. 68 (1904). 
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Kohlensaéure und Formol. Wiederholt wurde hier der Acyl- 
quotient ungefahr doppelt so groB gefunden als der Carbamino- 
quotient, und zwar bei solchen Korpern, die keine Tyrosin- 
gruppe enthalten. Wie unten bewiesen werden wird, reagiert 
das Arginin mit 2 Molekiilen B-Naphthalinsulfochlorid, hingegen 
nur mit 1 Mol. Kohlensaure und Formol. Da, nachdem durch 
Kossel',?,5) gezeigt worden ist, daf in Protaminen und Protonen 
die Guanidinamidogruppe des Arginins frei ist, besteht auch hier 
die Moéglichkeit, dafi der hohere Acylquotient zum Teil durch 
Acylierung solcher Argininguanidinamidogruppen zu erklaren ist. 

Besondere Beriicksichtigung verdient die eingangs er- 
wahnte Spaltbarkeit des Imidazolringes bei der Acylierung, die 
bei manchen Imidazolkérpern erfolgt, bei anderen nicht. Bei 
Bestimmung des Acylquotienten wird das Acylierungsprodukt 
gefallt und umgefallt. Die N- und S-Bestimmungen werden 
mit diesem Produkte ausgefiihrt, ohne da’ man wei, ob ein 
Gemenge oder eine einheitliche Substanz vorliegt. So wie der 
Imidazolring in manchen Imidazolderivaten bei der Acylierung 
gesprengt wird, kénnen auch andere Bindungen durch Acylie- 
rung gelést werden. Scharfe Schltisse aus der Grodfe der 
Acylquotienten auf die Konstitution zu ziehen, wire also be- 


denklich. 
CO, : 
N des Kyrins. 


Fiir die erste Bestimmung wurde Praparat der zweiten, 
fir die zweite und dritte Bestimmung Praparat der dritten 
Darstellung verwendet. Die Schwefelsiure war wie friiher 
durch Baryt entfernt. 

1. Gefunden: 0,1344 g CaCO, 40,6 ccm 4/10-S. N 302 


’ CO. 1 
2. » 0,1221 » CaCO, 36,4 > N/19-S, . = 2.98 
co, 1 


3. > 0,1299 » CaCO, 38,2 » B/10-S. N = 394 





1! A. Kossel und E. L. Kennaway, Diese Zeitschr., Bd. 72, 


S. 486 (1911). 
2) A. Kosselu. A. T. Cameron, Diese Zeitschr., Bd. 76, S. 457 (1912). 


*) A. Kossel und F. Weifs, Diese Zeitschr., Bd. 78, S. 402 (1912). 
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Die Ubereinstimmung der GréBe des Quotienten mit den 
friiher von Pilz, Siegfried, Todorowic an verschiedenen 
Praparaten erhaltenen spricht von neuem fir die Einheitlichkeit 
des Kyrins. 


Formol-N des Kyrins. 


Indikator Thymolphthalein. 

A. 1,0442 g biichsentrockenes Sulfat der zweiten Dar- 
stellung in Wasser gelést, mit Natronlauge neutralisiert (Lack- 
mus), auf 50 ccm aufgefiillt. 


1. 10 ccm erf. nach Zusatz von 15 ccm Formolmischung 3,9 ccm 
n/s-L. und nach Kjeldahl 19,4 ccm ®/10-S. Formol-N = 40,4°/o vom 
Gesamt-N. 

2. 10 ccm erf. nach Zusatz von 15 ccm Formolmischung 3,8 ccm 
nls-L. und nach Kjeldahl 19,3 ccm 0/s-S. Formol-N = 39,4 %/o. 

B. 0,5580 g_ biichsentrockenes Sulfat der dritten Dar- 
stellung ebenso wie in A. 


3. 10 ccm erf. 2,3 ccm ®/s und 12,0 ccm 2/10. Formol-N = 38,3 %/o 
vom Gesamt-N. 

4, 10 ccm erf. 2,5 cem 9/5 und 12,2 ccm /19. Formol-N = 41,7 °/o 
vom Gesamt-N. 

Innerhalb der Fehlergrenzen der Methode stimmen die 
Werte untereinander und mit den friiher gefundenen iiberein. 


van Slyke-N des Kyrins. 


Die Werte nahmen bei langerer als fiinf Minuten langer 
Einwirkung bedeutend zu; auch nach 10 Minuten hatten sie 
noch nicht das Maximum erreicht. 


Dauer der Einwirkung der v. Slyke-N v. Ges.-N 
salpetrigen Saure in Minuten in °%o 

5 26,1 

10 34,9 

30 37,5 

60 39,0. 


Diese langsame Zersetzung ist zu erkliren, wenn eine 
Lysin-Aminogruppe frei ist, da in Lysin ebenfalls die Amino- 
gruppen langsam reagieren. Der Endwert stimmt mit den Formol- 
werten iiberein. 











; 
3 
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Acylquotient des Kyrins. 


Die B-Naphthalinsulfoverbindung wurde aus dem Priiparate 
erster und dem dritter Darstellung gewonnen. Im ersten Falle 
wurden 2,5 g Kyrinsulfat 4 Stunden mit der atherischen Lésung 
von 15 g £-Naphthalinsulfochlorid und im ganzen 120 ccm 
Normalnatronlauge nach EK. Fischers Vorschrift, im zweiten 
Falle 1,6 g Sulfat mit 9,6 g Chlorid und im ganzen 77 ccm 
Normalnatronlauge auf der Maschine acyliert. Die durch Salz- 
siure ausgeschiedene Verbindung wurde abgesaugt, in ver- 
diinnter Natronlauge gelést und wieder durch Salzsiure gefillt, 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen tiber Schwefelsiure ge- 
trocknet. 

Ausbeute 2,2 g bezw. 1,2 g. Die Naphthalinsulfoverbin- 
dung sintert bei 100° und schmilzt unscharf bei ungefihr 137°; 
ist in Wasser, Benzol und Schwefelkohlenstoff unldslich, in 
Alkohol und Chloroform léslich. 

Die Schwefelbestimmungen geschahen unter Schmelzen 
mit Atznatron und Salpeter. 


Praparat I. 
1. 0.2143 g Substanz gaben 0,1618 g BaSO,. S = 10,8 °%o 
2. 0,1422 » > erf. 8,1 ccm O10-S. N = 8,0%. 
Praparat II. 
1. 0,2536 g Substanz gaben 0,1953 g BaSO,. S = 10,58 °%o 


2. 0,1230 > > erf. 7,0 ccm ®/10-S. N= 80 %o. 
S 1 
Acvlquotient — —= —=. 
mq a i 


Zum Zwecke der Diskussion der Acylquotientien war es 
erwiinscht, zu wissen, ob das Arginin mit 1 oder 2 Mol. Naph- 
thalinsulfochlorid reagiert. O. Riesser’) hatte erwartet, daB 
2 Molekiile des Chlorides einwirken, hatte aber sowohl bei der 
inaktiven als den beiden aktiven Modifikationen Mononaphthalin- 
sulfoderivate erhalten. Wir erhielten aus dem d-Arginin ein 





1) QO. Riesser, Diese Zeitschr., Bd. 49, S. 210 (1906). 
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Binaphthalinsulfoarginin, ebenso Herr Dr. Zimmermann in 
einem dritten und vierten Versuche. 

Versuch I. 0,7 g d-Argininnitrat. 2,1 g B-Naphthalin- 
sulfochlorid, im ganzen 19 cem Normalnatronlauge. Die durch 
Salzsdure teils 6lig ausgeschiedene Verbindung wurde in ver- 
diinnter Natronlauge gelést, die Lésung mit Tierkohle ge- 
schittelt. Das Binaphthalinsulfoarginin wurde durch Eingiefen 
der alkalischen LOésung in verdiinnte Salzséiure farblos aus- 
geschieden. Uber Schwefelsiure getrocknet 0,6 g. 

I. 0,0988 g Substanz erf. nach Kjeldahl 7,1 ccm /10-S. N = 10,07%o 
I]. 0,2067 g . gaben 0,1868 g BaSQ,. S = 12,42°%o. 

Versuch IJ. 2,046 g Argininnitrat. 7,8 g B-Naphthalin- 
sulfochlorid, im ganzen 70ccm Normalnatronlauge. Ausbeute1,5g. 
III. 0,1013 » Substanz erf. nach Kjeldahl 7,44 ccm 2/10-S.  N = 10,29%o 


IV. 0,2270 » > gaben 0,1979 g BaSQ,. S = 11,98 °%o. 
Berechnet fiir C,H,,N,O,-SO,H,C,,: Fir C,H,.N,0O,(SO,H,JO),: 
S=_= 66%. 11,6 °/o 
N = 15,4°%o 10,1 jo. 


Versuch III (Zimmermann). 1,2 g Argininmononitrat. 
4.6 g B-Naphthalinsulfochlorid. 40 ccm Ather. Im ganzen 25ccem 
Normalnatronlauge. Umegefallte Substanz Fp. ca. 140° nach 
vorherigem Sintern. Zu den Analysen war die Substanz tiber 
Schwefelsaiure bis zum konstanten Gewichte getrocknet. 
I. 0,1141 g Substanz erf. 8,75 ccm /10-S. N = 10,77 9 
Il. 0,1979> » — gaben 0,1614 g BaSO,. S = 11,20%o. 
Versuch IV. 2,4 g Argininmononitrat. 9,2 g Naphthalin- 
sulfochlorid, im ganzen 75 ccm Normalnatronlauge. Alkalische 
Lésung mit 500 cem Wasser verdiinnt, in verdiinnte Salzsaure 
gefallt. Von gelblicher Ausscheidung abfiltriert. Aus dem Fil- 
trate schied sich das schneeweifie Produkt ab. Fp. ca. 150° 
nach vorherigem Sintern. 
I. 0,1527 g > erf. 10,95 cem 10-S. N = 10,07 0 
II. 0,2098>  » — gaben 0,1758 g BaSO,. S = 11,51%o. 
Greifen wir auf die oben aufgestellte Diskussionsformel 
des £-Glukokyrins zuriick, welche besagt, daf das Kyrin aus 
Glutaminséure, Arginin und Lysin im Verhaltnis ihrer Mole- 
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kulargewichte aufgebaut ist, und nehmen wir fiir diese Uber- 
legungen als einfachsten Fall den an, daB das Molekiil des 
Kyrins aus 1 Molekiil Arginin, Lysin und Glutaminsiéure zu- 
sammengesetzt ist. Die Spaltungsprodukte Arginin +- Lysin 
+ Glutaminséure haben, wie bekannt ist, 1 ++ 2 + 1 Amino- 
gruppen, die sowohl gegen Kohlensdure, als gegen Formol als 
van Slyke-Salpetrige Saure reagieren, also von 7 N-Atomen 4. 
Wenn die Reaktionsverhiiltnisse der gebundenen Komplexe die- 
selben sind wie die der freien, so sind zwei Méglichkeiten in 
Betracht zu ziehen: Entweder sind im Kyrin zwei reaktions- 
fahige Stickstoffgruppen weniger vorhanden als in der Summe 
der freien Aminoséuren oder eine. Im ersteren Falle wiirden 
also von 7 Stickstoffgruppen im Kyrin zwei reaktionsfahig sein, 
im zweiten Falle drei. Unter der Voraussetzung, da® nur diese 
Gruppen gegen Kohlensdure, Formol und salpetrige Saure nach 
van Slyke reagieren, wiirde sich ergeben fiir 


co, Formol-N 
N und v. Slyke-N 
Fall I: 2 reaktionsfahige N-Gruppen von 7 ar 28,6 °%/o 
>» II: 3 > > >» 7 -_ 42.8 °/o 
; 2,33 ia tte 


Die gefundenen Werte fiir den Carbaminoquotienten 1 : 2,95 
liegen also gerade in der Mitte beider Fialle, wahrend die fiir 
Formol- und van Slyke-N gefundenen sehr nahe den fir 
Fall II berechneten kommen und von den fiir Fall I berechneten 
stark abweichen. 

Berechnet man die gefundenen Werte fiir Carbamino-, 
Formol- und van Slyke-Stickstoff auf Atome Stickstoff und 
bezieht das Verhiltnis auf 7 Atome Stickstoff des Kyrins, so 
findet man, dai 2,37 gegen Kohlensdure und 2,8 gegen Formol 
und salpetrige Saure reaktionsfahige Gruppen auf diese 7 Atome 
Gesamtstickstoff kommen. Da die Peptidgruppen bis zu einem 
gewissen Grade Kohlensaure binden, wiirde, wenn zwei Peptid- 
bindungen vorhanden sind, der Carbaminoquotient besagen, 
dafB 2 gegen Kohlensdure reaktionsfahige NH,-Gruppen vor- 
handen sind, die Formol- und van Slyke-Werte, dab die An- 








244 M. Siegfried und W. Schunke, 


zahl der. reaktionsfaihigen Gruppen beinahe 3 betriégt. Es 
besteht hier zweifelsohne ein Widerspruch zwischen dem Ver- 
halten gegen Kohlensaéure einerseits und gegen Formol und 
salpetrige Saéure anderseits, wenn wir die an den Aminosiiuren, 
die bei der Totalhydrolyse des Kyrins entstehen, gemachten 
Erfahrungen zugrunde legen. Man sieht also, da’ Schliisse auf 
die Konstitution aus den angefiihrten Konstanten nur in 
sehr beschriinktem Mae zu ziehen sind. Aber als Konstanten 
sind diese Werte ebenso wie der Acylquotient von grofer 
Bedeutung. 

Der Acylquotient ist, wie oben erodrtert, nicht mit den 
Carbamino-, Formol- und van Slyke-Werten zu vergleichen. 
Die gefundene Zahl 1: 1,7 besagt, daf von 7 Stickstoffatomen 
4,1 gegen Siéurechlorid reagieren. Also ungefiihr eine Gruppe 
mehr als gegen Formol. 

Die spiitere Forschung wird zeigen miissen, ob die An- 
nahme, dafi diese weitere Gruppe eine freie Guanidin-Amido- 
gruppe des Arginins ist, berechtigt ist. 

Ausgehend von der oben aufgestellten Diskussionsformel 
des Kyrins wiirde die Summe der Spaltungsprodukte des 
Kyrins, 1 Mol. Arginin, 1 Mol. Lysin, 1 Mol. Glutaminsaure, 
7 Stickstoffatome enthalten und von diesen wiirden 4 gegen 
Kohlensiure, Formol und salpetrige Saure reagieren. Der Carb- 





; , - 4 1 ’ 
aminoquotient wiirde also — = 175 Sein, der Formol- und 
/ a 
1 


van Slyke-Stickstoff 55,5°/o, der Acylquotient = =q be- 
? 


tragen. 

Tatsachlich wurden, wie die folgenden Versuche zeigen, 
die entsprechenden Werte fiir die Summe der Spaltungsprodukte 
gefunden; hier bei den Spaltungsprodukten gehen die Werte 
fir Formol- und van Slyke-Stickstoff den fiir Carbamino- 
stickstoff parallel, im Gegensatz zu den fiir die Aminoséuren 
im verketteten Zustande gefundenen. Die Ubereinstimmung 
der Werte der Konstanten der Summe der Spaltungsprodukte 
mit den nach der Diskussionsformel berechneten ist eine er- 


hebliche Stiitze der letzteren. 
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In den folgenden Versuchen wurde das Glutokyrin- 
B-sulfat der dritten Darstellung 12 Stunden mit 30°/oiger 
Schwefelsaiure gekocht, die Schwefelsiure durch Barythydrat 
entfernt. 


Formolstickstoff. 


Von einer mit Schwefelsdéure neutralisierten (Lackmus) 
Loésung der Spaltungsprodukte verbrauchten je 10 ccm nach 
Zusatz der Formolmischung 9,1 und 9,3 ccm "/s-Natronlauge 
(Thymolphthalein) und nach Kjeldahl 31,9 und 32,2 cem 
N/yo-Séure. Formol-N = 57,0 bezw. 57,8°/o vom Gesamt-N. 





Carbaminoquotient. 


Die Reaktion wurde in geniigender Verdiinnung ausgefiihrt, 
sodafi das Calciumsalz der Lysindicarbonséure vollstandig im 
Filtrate blieb. 


1. Gef. 0,2066 g CaCO, verbr. 37,4 ccm 1/10-Saure. 7 a _ 
CO, 1 
2. » 02732» Ca00, » §& » tee ss” : 
’ 732 Ca 8 50,0 /10 N 183 


van Slyke-Stickstoff. 


Nach 5 Min. 10Min. 30 Min. 60 Min. 
36,0; 36,6 48,5; 49 56; 57 56,9; 58.4% v.Slyke-N v. Gesamt-N. 


Acylquotient. 


2,5 g des Sulfates wurden mit 25 cem 30°/oiger Salz- 
sdiure 10 Stunden gekocht. Das Gemenge der Spaltungsprodukte 
wurde mit 12 g B-Naphthalinsulfochlorid und insgesamt 96 ccm 
Normalnatronlauge acyliert. Der Schmelzpunkt des tiber Schwefel- 
siure getrockneten Produktes lag bei ca. 92°. 


1. 0,3690 g Subst. gaben 0,3360 BaSQ,. S=12,51% S 1 
2.0,2418> »  erf.n. Kje!dahl 13,4 ccm %0-S. N=7,76%. N 1,42 





Einwirkung von Silberbaryt auf Glutokyrin-f-sulfat. 


Fiir die Tatsache, da8 durch Behandeln mit Silberbaryt 
nach Kossel das Kyrin in 2 Fraktionen, eine in der Silber- 
barytfallung und eine im Filtrate desselben enthalten, geschieden 
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wird, gibt es 2 Erklarungen: Entweder ist das Kyrin kein ein- 
heitlicher Kérper, sondern ein Gemenge und wird durch Silber- 
baryt nur in 2 Fraktionen getrennt, oder das Kyrin wird durch 
Silberbaryt gespalten. Nach den verschiedenen Griinden, die 
bisher fiir die Einheitlichkeit des Glutokyrin-B-sulfates sprechen, 
ist die erstere Erklarung sehr unwahrscheinlich. Es war zu 
erwarten, dafi sich die Frage, ob eine Spaltung oder nur eine 
Trennung eintritt, durch Bestimmung der Konstanten in dem 
mit Silberbaryt behandelten Gemische, wenn die Fraktionen 
nicht durch Filtration getrennt werden, entscheiden la{t. Denn 
es ist anzunehmen, daB, wenn eine Spaltung eintritt, die Summe 
der Spaltungsprodukte nicht dieselben Werte fiir die Konstanten 
liefert, wie das Kyrin. 

Versuch I. 2 g Glutokyrin-8-sulfat wurden nach der Vor- 
schrift Kossels mit Silbersulfat und Barythydrat behandelt, 
die Mischung, ohne zu filtrieren, 3 Stunden stehen gelassen, 
mit Schwefelsiéure angesduert, mit Schwefelwasserstoff gesattigt, 
Luft durchgeleitet bis zur Entfernung des Schwefelwasserstoffes, 
abgesaugt, Filtrat mit Barythydrat von der Schwefelsaure be- 
freit, der geringe Uberschuf des letzteren durch Ammoncarbonat, 
das Filtrat der Baryumcarbonatfallung bis zur volligen Freiheit 
von Ammoniak wiederholt mit Wasser eingedampft. 

Die Loésung des Riickstandes gab bei zwei Formol- 
titrierungen 41,3°/o und 39,2°/o Formolstickstoff vom Gesamt- 
stickstoff. Die ungefahr gleichen Werte waren friiher sowohl 
von Todorowic als von Siegfried bei den entsprechenden 
Versuchen mit anderen Praparaten erhalten worden. Dieser 
Wert stimmt aber mit dem Wert fiir Formolstickstoff 
des ungespaltenen Kyrins tiberein. Wenn also eine Spal- 
tung durch Silberbaryt erfolgt ist, ist sie so verlaufen, daB 
die Menge des mit Formol titrierbaren Stickstoffes sich nicht 
geindert hat. Dies schlieBbt keineswegs die MOoglichkeit, da’ 
hierbei eine Peptidbindung gelést worden ist, aus, wie friiher 
von dem einen von uns geschlossen worden ist.!) Denn es 
kann nach der Lésung der Peptidbindung eine Anhydrisierung 
eines Spaltungsproduktes erfolgt sein, eine Méglichkeit, mit der 


1) M. Siegfried, Diese Zeitschr., Bd. 84, S. 288 (1913). 
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um so mehr zu rechnen ist, als nach E. Fischer und E. Ab- 

derhalden bei der allmahlichen Hydrolyse Peptidanhydride, 

Diketopiperazine, direkt entstehen. 

i RC no + R/—NH, —> nC + R’—NH,. 
Im van Slyke-Stickstoff zeigt sich schon ein Unterschied 

zwischen dem Kyrin und dem mit Silberbaryt behandelten Kyrin. 


Mittelwerte fiir v. Slyke-Stickstoff von je 2 Bestimmungen. 
Nach 5 Min. 10 Min. 30 Min. 60 Min. 


Fiir Kyrin, ungespalten 26,1 34,9 07,5 39,0 


Fiir Kyrin nach Behand- P P 
lung mit Silberbaryt 36,0 40,0 50,1 55,9. 


Unzweideutig zeigt der Carbaminoquotient, dafi das Kyrin 
durch Silberbaryt eine Spaltung erfaéhrt. Schon friiher ist mitgeteilt 
worden, da& der Carbaminoquotient des mit Silberbaryt behandel- 
ten Kyrins ein ganz anderer ist als des nicht mit Silber behandelten 
Kyrins. Fir letzteres ist er an vielen Préparaten von vier Unter- 
suchern tibereinstimmend 1: 2,9 bis 1:3 gefunden worden. 

Hingegen hatte Todorowic fiir das mit Silberbaryt be- 
handelte Kyrin die Werte ermittelt: 1:5,6; 1: 5,68; 1: 5,51; 
1:5,58; 1:5,78; 1:5,32; 1:5,14; 1: 5,43. 

Wir fanden bei dem Priaparate unserer ersten Darstellung 
1 :5,42; 1:5,50; 1:5,73; 1: 5,41. 

Man hitte erwarten sollen, da® der Quotient CO,:N 
groBer wirde bei einer Spaltung des Kyrins, wenigstens wenn 
Peptidbindungen gelést werden. Nun ist er aber beinahe halb 
so groB geworden. 

Hierfiir ist schon friiher die Erklarung gegeben worden. 
Bei der Spaltung des Kyrins durch Silberbaryt entstehen mehrere 
K6rper, von denen einer oder eine Fraktion einen sehr kleinen 
Quotienten, noch kleineren als das Arginin besitzt, und ein 
anderer oder eine andere Fraktion, die einen relativ groBen 
Carbaminoquotienten hat. Diese letztere Fraktion bildet schwer 
ldsliche Calciumsaize der Carbaminoverbindung, infolgedessen 
bleibt sie bei der Bestimmung des Quotienten im basischen 
Niederschlage und kommt fiir die GréBe des Quotienten, da 
dieser lediglich aus dem Filtrate des Calciumniederschlages er- 
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halten wird, nicht zur Geltung. Es wird also durch die Ein- 
wirkung auf das Kyrin dessen eine Konstante, der Carbamino- 
quotient, enorm verandert. Ganz regelmafig erhalt man nach 
der Behandlung mit Silberbaryt einen beinahe doppelt so hohen 
Wert fiir diese Konstante. Dies ist ein untriiglicher, 
schlagender Beweis fiir die Tatsache, dab durch Silber- 
baryteinwirkung das Kyrin unter Sprengung irgend- 
welcher Bindungen gespalten wird und nicht in Kom- 
ponenten, aus deren Mischung es bestanden hatte, 
getrennt wird. 

Es sollte festgestellt werden, ob diese Spaltung nur durch 
Silbersalz und Barythydrat vereint, oder etwa auch schon durch 
Barythydrat allein bewirkt werde. Deshalb wurde in zwei 
Parallelversuchen die wéasserige Losung von Kyrinsulfat mit 
Barythydrat bei gewOhnlicher Temperatur durch Schiitteln ge- 
sattigt, nach dreistiindigem Stehen das Baryum durch Kohlen- 
saure und Ammoncarbonat entfernt. Der ammoniakfreie Riick- 
stand, der nun nach Eindampfen der Lisung gewonnen war, 
wurde carbaminisiert. 


anes Mi 4 
1. Gef. 0,1756 g CaCO, verbr. 50,7 ccm 4/10-S. - = 289 
2, » 0,1470> CaCO, » 41,6 >» M/r0-S. a » no 


Man sieht, der Quotient hat sich nicht geandert; durch 
Barythydrat bei gew6hnlicher Temperatur wird das Kyrin also 
nicht gespalten. 


Niederschlagssulfat und Filtratsulfat. 


Das Kyrin wird durch Silberbaryt in zwei Fraktionen 
gespalten, von denen die eine aus dem Niederschlage, die andere 
aus dem Filtrate der Silberbarytfallung gewonnen wird. Durch 
quantitative Bestimmungen des im Niederschlage und im Filtrate 
enthaltenen Stickstoffes wurde gefunden, daf zwei Drittel des 
Gesamtstickstoffes im Niederschlage sich befinden. Die Aus- 
beuten an Filtratsulfat sind gering, weil dieses in Alkohol ver- 
hiltnismaBig leicht léslich ist. Die Totalhydrolyse lieferte die 
Hauptmenge des Arginins aus dem Niederschlagssulfat, die 
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Hauptmenge des Lysins und der Glutaminsiiure aus dem Fil- 
tratsulfate. Die Werte der Konstanten zeigten, daf, wenn tiber- 
haupt, freie Aminosduren sich héchstens in ganz geringen Mengen 
sowohl im Niederschlagssulfate als im Filtratsulfate vorfinden. 
Insbesondere lief sich einwurfsfrei nachweisen, daf die Gluta- 
minsaure in gebundenem Zustande und nicht frei vorkommt, 
daB8 diese Aminosiure also durch Silberbaryt nicht abge- 
spalten wird. . 

Bei der weiteren Untersuchung des Filtratsulfates ist es 
gelungen, durch die Carbaminoreaktion aus diesem einen kry- 
stallinischen Korper abzuscheiden, tiber den spiiter berichtet 
werden soll. 








Zur Kenntnis der indigobildenden Substanzen im Urin. 


2. Uber die Zersetzung der Indoxylschwefelsdure im Urin durch 
Bakterien und die Entstehung der sogenannten Indigurie. 


Von 
G. Hoppe-Seyler, Kiel. 





(Der Redaktion zugegangen am 19. April 1916.) 








Der Urin eines Mannes, der wegen Choleradiarrhée im 
Stadtischen Krankenhause in Kiel zur Aufnahme kam, enthielt 
reichliche Mengen Indoxyl und demgema& von Atherschwefel- 
siure. Es waren im Stuhlgang die Bacillen der Cholera asiatica 
vorhanden. Diese starke Indoxyl- und Atherschwefelsiure- 
ausscheidung, wie ich sie schon friiher bei Cholera geschildert 
hatte,!) ist auf die durch die Cholerabacillen erzeugte starke 
Indolbildung im Darm, die ja auch der fir ihre Kulturen 
charakteristischen Indol- und Nitritbildung und der sogenannten 
Cholerarot-(Nitrosoindol-)Reaktion entspricht, zuriickzufihren. 
Der Urin war klar, gelblich, enthielt weder Eiweif noch Zucker. 
Die 24stiindige Menge war 1800 ccm, das spezifische Gewicht 
1012. Die Menge der Atherschwefelsiure war 0,0235°/o SO,H,, 
die Gesamttagesmenge 0,423 g. Ein Teil des Urins war in 
einer verkorkten Flasche aufbewahrt worden ohne irgend- 
welchen Zusatz. Als ich diesen Urin nach einigen Wochen 
wieder untersuchte, war er stark zersetzt, tibelriechend und 
hatte am Boden neben weiblichen Massen (Phosphaten usw.) 
ein reichliches, blaulich gefirbtes Sediment abgeschieden. Die 
Fliissigkeit selbst war blaulich-griin verfairbt und reagierte 
stark alkalisch. Der Urin, dessen Menge 215 ccm betrug, 
wurde durch ein gewogenes Filter filtriert. Das Filtrat war 
noch etwas griinlich verfarbt. Davon wurden 50 ccm zur 
Schwefelsiurebestimmung verwendet. 


1) Berl. Klin. Wochenschr., 1892, Nr. 43. 
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Das Ergebnis war: 

Menge der Sulfat-Schwefelsdéure 0,0474 g 
> » Atherschwefelsiiure 0,0044 » 

Der frische Urin hatte in 50 ccm ergeben: 

Menge der Sulfat-Schwefelsiure 0,0398 g 
» » Atherschwefelsiiure 0,0117 » 

Vergleicht man nun diese Zahlen, so ergibt sich, daB die 
Sulfat-Schwefelséiure durch die Zersetzung um 0,0076 in 50 ecm 
zugenommen hatte, die Atherschwefelsiiure dagegen eine 
Abnahme von 0,0073 in 50 ccm zeigte. Es entspricht also 
die Zunahme der Sulfat-Schwefelséure fast genau der Ab- 
nahme der Atherschwefelsiiuremenge. Es muf also bei der 
Bildung des Indigos im Urin die Atherschwefelsiiure zersetzt 
worden sein. 

Der beim Abfiltrieren des blau gefiarbten Niederschlags 
auf dem Filter erhaltene Riickstand wurde nun mit verdiinnter 
Salzsiure und darauf mit Wasser ausgewaschen, getrocknet 
und gewogen. Der Riickstand wog danach 0,054 g. 

Bei der Indigoblaubildung aus Indoxylschwefelsdure ist 
das Verhiltnis des Indigoblaus zur Schwefelsiure wie 131 zu 
98 = 1,32. Die zersetzte Menge Atherschwefelsiiure betrug 
0,0147 g in 100 ccm oder in 215 ccm 0,0316 g. Dieser Menge 
wiirden 0,0417 Indigo entsprechen, wéhrend im ganzen 0,054 
ausgeschieden wurden. Danach ist anzunehmen, da8 der gréBte 
Teil des gebildeten Indigos der zersetzten Atherschwefelsiure 
entspricht. 

Es fragte sich nun, wodurch diese Zersetzung der Indoxyl- 
schwefelséure und die Bildung von Indigo verursacht war. 

Es wurden daher von reichlich indoxylhaltigem Urin eines 
an Darmtuberkulose leidenden Knaben: 

1. 100 ccm ohne Zusatz, 

2. 100 ccm mit Natriumcarbonat alkalisch gemacht; 

3. 100 ccm mit einigen Tropfen eines reichlich Bakterien 
haltenden Urins von einem Kranken mit Cystitis, 

4. 100 ccm ebenso und noch mit Natriumcarbonat bis 
zur alkalischen Reaktion versetzt, in offenem Erlenmeyer- 
Koiben in den Brutschrank gesetzt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 18 
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Der Urin ergab frisch: 

0,126 Sulfat-, 0,0282 g Atherschwefelséure, zusammen 0,154 SO,H, in 
100 ccm 

In allen Urinportionen bildete sich nach einigen Tagen 
ein braunlicher Niederschlag aus, aber kein blauer Farbstoff. 
In Probe 2 wurde nach vier Tagen die Atherschwefelsiure 
bestimmt. Sie betrug 0,02720/,. Es war also nur eine ganz 
geringe Menge erst zersetzt. 

Die Probe 4 ergab bald reichliche Entwickelung von 
Kokken und Bacillen verschiedener Art und 
0,152 Sulfat-, 0,0078 g Atherschwefelsiure, zusammen 0,159 g in 100 ccm, 
also starke Zersetzung der letzteren. Die Indigoprobe war negativ. 

Die Probe 1 zersetzte sich sehr langsam, nach 14 Tagen 
war der urspriinglich saure Urin aber stark alkalisch geworden, 
roch nach Ammoniak, enthielt reichlich Bakterien und gab keine 
Indigoprobe mehr. Die Schwefelséiurebestimmung ergab: 


0,1578 Sulfat-, 0,0064 Atherschwefelsaure, zusammen 0,1642 SO,H, in 
100 ccm. 


Es war also auch hier unter Verschwinden der Indoxyl- 
reaktion zu Zersetzung der Atherschwefelsiure gekommen. Daf 
die Gesamtwerte fiir Schwefelséure zunahmen, liegt an der 
Verdunstung von Wasser, wenn diese auch durch Auffiillen mit 
Wasser zu verhindern gesucht wurde. 

Es zeigte sich also, daB unter der Einwirkung von Bak- 
terien besonders in alkalischem Urin die Indoxylschwefelséure 
zersetzt wird. 

Herr Prosektor Dr. Emmerich hat mich nun in dankens- 
werter Weise unterstiitzt, in dem er die Impfung der Urin- 
proben mit Reinkulturen tibernahm. 

Um zugleich Indigobildung wie in dem Choleraurin herbei- 
zuftihren, wurde reichlich Indoxyl enthaltender Urin mit einem 
nitritbildenden Bakterium geimpft, da es méglich war, daf das 
gebildete Nitrit die Oxydation bewirkte. Cholerabacillen bilden 
ja Nitrit aus Nitraten. Es wurde nun ein von einer Fleisch- 
vergiftung herriihrender nitritbildender Stamm, den wir Herrn 
Privatdozent Dr. Bitter verdanken, gewahlt. Es trat aber nur 
ein braunlicher Niederschlag, kein Indigo auf. 
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Da nun in Urinen, die von Leuten mit Cystitis und Pyeli- 
tis herriihrten, Ausscheidung von Indigo beim Stehenlassen 
oder auch schon in den Harnwegen beobachtet ist, Colibacillen 
aber die hiéufigste Ursache derartiger Erkrankungen sind, so 
stellte ich Versuche mit Colistémmen an. 

Der Urin desselben Kranken wurde in sterile ROhrchen 
gebracht und geimpft: 

1. mit dem Colistamm der Prosektur des Krankenhauses, 

2. mit einem bei Darmkatarrh aus dem Stuhl geziichteten, 

3. mit einem aus einer entziindeten Gallenblase erhaltenen 
Colistamm. 

Die Rohrchen 1 und 2 zeigten bei ruhigem Stehen im 
Brutschrank nach 10 Tagen den oberen Teil der Fliissigkeit 
braunlich violett verfarbt, den unteren noch gelblich, Réhrchen 3 
die ganze Fliissigkeit gelblich. 

Filtriert ergab 

1 reichlich blauen Riickstand auf dem Filter, der sich 
mit blauer Farbe in Chloroform léste, im Filtrat nur geringe 
Indoxylreaktion, 

2 weniger blauen Riickstand, im Filtrat auch nur geringe 
Indoxylreaktion, 

3 keinen Indigo im Riickstand, reichliche Indoxylprobe 
im Filtrat. 

Daraus ging hervor, daf Colibacillen die Indoxylschwefel- 
sdure zerlegen und Indigo bilden kénnen, daB dies aber nicht alle 
Stémme tun, sondern einzelne diese Eigenschaft nicht besitzen. 

Es wurde nun der ziemlich konzentrierte Urin eines Mannes 
mit Magencarcinom, der sehr reichlich Indoxy] enthielt und da- 
her eine tiefblaue Farbe bei der Probe mit Salzsiiure und Chlor- 
kalklédsung gab, mit dem Colistamm 1 geimpft. Der Urin ent- 


hielt frisch: 
0,061 g Atherschwefelsdure in 100 ccm. 


Nach 4tégigem Verweilen im Brutschrank hatte sich 
nur ein etwas schwirzlicher Niederschlag gebildet. Indoxyl 
war noch reichlich nachweisbar. Die Bestimmung der Ather- 
schwefelsiure ergab: 

0,075 in 100 ccm. 
18* 
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~ Der Urin reagierte noch sauer, er roch nicht zersetzt. 
Der Rest wurde nun auf die Halfte mit Wasser verdiinnt, mit 
Natriumcarbonat alkalisch gemacht und wieder mit demselben 
Colistamm 1 geimpft. Nach kurzer Zeit zersetzte der Urin 
sich und bildete einen braunlichen Niederschlag, aber keinen 
deutlichen Indigo, im Filtrat war keine Indoxylreaktion mehr 
vorhanden. 

Die Bestimmung der Atherschwefelsiure ergab nun 

0,0201 g in 100 ccm des urspriinglichen Urins. 

Es war also nun ein grofBer Teil der Indoxylschwefel- 
siiure zersetzt. Doch war es nicht zur Oxydation zu Indigo, 
sondern zu Derivaten desselben, Indirubin usw. gekommen. 

Aus diesem Versuch schien hervorzugehen, daf dieser 
Urin in unverdiinntem, saurem Zustand keinen giinstigen Nahr- 
boden fiir Bakterien darstellte. Er enthielt auch wohl frisch 
gelassen keine Bakterien. So konnte an ihm nachgewiesen 
werden, ob in sterilem Zustande eine Zersetzung etwa unter 
dem Einflu8 des Luftsauerstoffs stattfinden kénnte. 

Daher wurde am 29. Dezember 1915 eine gréfere Menge 
mit ausgekochtem Katheter in einen sterilen Erlenmeyer- 
Kolben entleert, dieser mit Wattepfropf versehen, in den Brut- 
schrank gestellt. 

Der Urin war rotlich gefarbt, gab sehr starke Indoxyl- 
probe, reagierte sauer. 

Er enthalt frisch 

0,0632 g Atherschwefelsdure in 100 ccm. 


Am 15. Januar 1916 wird eine Probe entnommen. Sie 
ist klar, nur dunkler gefarbt, gibt noch ebenso starke Indoxl- 


reaktion und enthilt 
0,0608 g Atherschwefelsdure in 100 ccm. 


Es wird nun ein Teil mit derselben Menge Wasser ver- 
diinnt, mit kohlensaurem Natrium alkalisch gemacht, mit Coli- 
stamm 1 geimpft und weiter im Brutschrank stehen gelassen. 
Am 12. Februar ist die Fliissigkeit triibe, gibt keine Indoxyl- 
reaktion und enthialt 

0,0176 Atherschwefelsiure in 100 ccm des urspriinglichen Urins. 
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Es ist also nun eine starke Zersetzung der Indoxylschwefel- 
siiure durch die Colibacillen eingetreten. Der tibrige Urin, 
der Ofters durch AusgieBen von Prohen ausgiebig mit Luft in 
Verbindung gebracht ist, bleibt bis zum 15. Februar noch im 
Brutschrank stehen. Er enthalt noch ebenso reichlich Indoxyl, 
ist klar und erweist sich steril. 

Er enthalt 


0,0688 Atherschwefelsiure in 100 ccm. 


Es ist also eine Spaltung der Indoxylschwefelsiure bei 
7wochentlichem Verweilen im Brutschrank, luftdurchlissigem 
Watteverschluf, 6fterem Umschiitteln, beim AusgieBen von 
Proben nicht eingetreten. Der Urin wird nun noch mit Coli- 
bacillen geimpft, doch bleibt er steril, die Bacillen kénnen in 
ihm sich nicht entwickeln. 

Da sich auch im verdiinnten alkalisch gemachten Urin 
dieses Kranken durch Colibacillen nur Zersetzung der Ather- 
schwefelséiure, aber keine Indigobildung erzielen lieb, wurde 
noch ein Versuch mit dem Urin des Kranken mit Darmtuber- 
kulose gemacht. Dieser enthielt zwar weniger Indoxyl, war 
aber weniger konzentriert und zersetzte sich leichter. 

Am 25. Januar 1916 enthalt dieser Urin 


0,0168 Atherschwefelséure in 100 ccm. 


Ein Teil wird mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt, alka- 
lisch gemacht und mit dem Colistamm 1 geimpft, in den Brut- 
schrank gestellt. 

Am 4. Februar ist der Urin triibe und gibt beim Filtrieren 
einen blauen Riickstand, der in Chloroform sich in blauer 
Farbe auflost. 

Das Filtrat gibt keine Indigoreaktion mehr, fiarbt sich 
beim Kochen mit Salzséure nicht dunkel und gibt dann kaum 
eine Triibung beim Versetzen mit Chlorbaryum. 

Die Atherschwefelsiurebestimmung ergibt nur einen Riick- 
stand von 0,0003, der der Asche des Filtrierpapiers entspricht. 
Es ist also die gesamte Atherschwefelsiure einschlieBlich der 
Indoxylschwefelsdiure unter Bildung von Indigo durch die Ein- 
wirkung der Colibacillen zersetzt worden. 
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DaB die Colibacillen in konzentrierteren, an Atherschwefel- 
siiuren reicheren Urinen sich nicht entwickeln, die Urine steril 
bleiben, liegt wohl daran, daB die aus Glukuronsaureverbin- 
dungen sich abspaltenden aromatischen Substanzen dies ver- 
hindern. Namentlich kommt da Phenol in Betracht. So er- 
gaben die zu diesen Untersuchungen verwandten Urine auch 
beim Destillieren mit Salzséure ein Destillat, welches reichlich 
Phenol enthielt und demgem&f einen starken Niederschlag mit 
Bromwasser gab. 

Das indoxylschwefelsaure Kalium ist nun, wie Baumann 
und Brieger') angeben, in alkalischer Lésung z. B. Natron- 
lauge sehr widerstandsfahig, zersetzt sich aber leicht in saurer 
Loésung z. B. nach Zusatz von etwas Salzséure. Doch tritt 
beim Eindampfen sauer reagierenden Urins, wie ich mich oft 
iiberzeugen konnte, wenn dieser nicht durch Bakterien zersetzt 
war, keine Zerlegung ein. 

Stanford?) hat nun, weil er fand, da& indoxylhaltiger 
Urin beim Stehen an der Luft oft schon nach einigen Stunden 
keine Indigoprobe mehr gibt, den SchluB gezogen, das die 
indigobildende Substanz nicht Indoxylschwefelsaure sein kénnte, 
zumal er sie aus Menschenurin nicht isolieren konnte. Auch 
die Existenz der Indoxylglukuronséure erkennt er nicht an. 
Er glaubt nicht an bakterielle Zersetzung, da manchmal trotz 
Anwesenheit von Bakterien im Urin die Indigoreaktion erhalten 
blieb, sie anderseits im angeblich sterilen Urin rasch ver- 
schwand. Er meint also, «daf die indigoliefernden Substanzen 
nicht immer dieselben sind, sondern ein Gemisch von nahe 
verwandten Verbindungen der Indigogruppe darstellen». Hiitte 
Stanford in einem einzigen Urin die Atherschwefelsiure vor 
und nach dem Verschwinden der Indigoreaktion bestimmt, so 
wire er nicht zu dieser irrtiimlichen Anschauung gekommen. 
Er hatte ferner bei genauem Studium der Literatur das Vor- 
kommen von Indoxylglukuronséure im Urin nicht bestreiten 
konnen. Wie ich in meiner ersten Mitteilung*) gezeigt habe, 


') Diese Zeitschr., Bd. 3, S. 254. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 87, S. 188, 1913. 
8) Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 171. 
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kann man indoxylschwefelsaures Kalium nach meiner Methode 
aus menschlichem Urin darstellen und die oben geschilderten 
Versuche zeigen, dai das Verschwinden der Indigoreaktion auf 
Zerlegung der Indoxylschwefelsiure durch Bakterien beruht. 
Da Stanford Urin von allerhand Geisteskranken zu seinen 
Versuchen benutzt hat, so ist noch zu beriicksichtigen, daf 
bei diesen hiaufig Cystitis infolge Eindringens von Bakterien, 
besonders Colibacillen in die Harnwege besteht,. und daher der 
Urin schon mit Bakterien durchsetzt gelassen wird, also sehr 
rasch sich zersetzen kann. Da Geisteskranke vielfach mit 
Medikamenten behandelt werden, so ist es nicht ausgeschlossen, 
daB diese zum Teil in den Urin tibergegangen waren und be- 
sonders bei dem Versuch der Isolierung der Indoxylverbindungen 
stérend wirkten, namentlich da ein Gemisch von allen még- 
lichen Urinen von verschiedenem Indoxylgehalt in groBen Quan- 
tititen verarbeitet wurde. Stanfords Schliisse sind also als 
unbegriindet zuriickzuweisen. 

Die von mir ausgefiihrten Versuche geben endlich auch 
Aufschlu8 tiber das Wesen der sogenannten Indigurie, wobei 
ein oft blaulich oder griinlich gefarbter Urin entleert wird, der 
ein Sediment von Indigo absetzt. Gewohnlich erfolgt diese 
Indigoausscheidung erst bei der nachtraglichen Zersetzung des 
Urins, wenn er einige Zeit im Glase stehen bleibt. Auch indigo- 
haltige Konkremente haben sich bei Zersetzung von indoxyl- 
reichem Urin in den Harnwegen gebildet. 

Schon friih erwahnt wird von O. Wyss?) u. a. die Blau- 
firbung des Choleraurins beim Stehen infolge Indigobildung. 

Ord*) beschreibt einen hauptsachlich aus Indigo und 
phosphorsaurem Kalk bestehenden Stein, der aus dem Nieren- 
becken einer Frau stammte, bei der die andere Niere durch 
Sarkom zerstért war. 

Auch Chiari‘) schildert indigohaltige Konkremente, die 
in Nierenkelchen sich fanden und nach Hofmeister einen 
Phosphatstein als Kern, darum herum eine Schicht von eiweif- 





’) Archiv d. Heilkunde, Bd. 9, S. 236, 1868. 
*) Berl. klin. Wochenschr., 1878, Nr. 25. 
*) Prager med. Wochenschr., 1888, Nr. 50. 
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artiger Grundsubstanz mit phosphorsauren Erden und feinen 
Nadeln und Koérnern von dunkelblauer und roter Farbe, die 
Indigoblau und «Urorubin» enthielten, zeigten. Kahler?) 
schildert bei einer 76jaéhrigen Frau intermittierende Ausschei- 
dung von Indigoblau im Urin, der dann infolge Zersetzung des 
Harnstoffs alkalisch reagierte. Bogdanow-Beresowsky?) 
fand bei einem Fall mit eiternder Fistel am Kreuzbein in dem 
zeitweise dunkel kirschfarbenen triiben Urin Indigokrystalle. 
Der Urin gab die Jaffésche Probe dann nicht; sie war aber 
reichlich vorhanden, wenn der Urin normal gefarbt war. Wolf) 
beschreibt starke Indigurie bei Ileus und Perforationsperitonitis. 
Wang‘) beobachtete bei einem 7!/2jaéhrigen Madchen mit sehr 
starkem Indoxylgehalt des Urins braunlich violette Farbe des- 
selben und beim Filtrieren blauen Riickstand, der in ‘Chloroform 
geldst Indigokrystalle ausschied. Bei der Sektion fanden sich 
violette Konglomerate in Rundzelleninfiltraten der linken Niere. 
Reale®) beschreibt Indigurie (Glaukurie) bei einem Madchen und 
fiihrt sie auf Zersetzung von Indoxylglukuronsaure zuriick. Auch 
Traumann®) und Sommerfeld’) verdffentlichen Falle von 
Indigurie bei Kindern. 

Wenn man die aus der Literatur bekannten Falle und 
meine Versuche zusammenhilt, so kommt man zu dem Resultat, 
dafi die Ausscheidung von Indigo als Sediment im Urin und 
die griine oder blaue Farbe desselben zuriickzufthren sind auf 
bakterielle Zersetzung eines stark indoxylhaltigen Urins, und 
zwar wird diese Zersetzung herbeigefiihrt besonders durch 
gewisse Colibacillen. Da Colibacillen durch die Blutbahn be- 
sonders bei Darmstérungen leicht in die Nieren und Harnwege 
gelangen kinnen, so wird beim Stehen der Urin sich rasch 
zersetzen, und es werden dabei auch die Indoxylverbindungen 


1) Ebenda. 

*) Petersb. med. Wochenschr., 1897, Beil. S. 50. 

*) Diss. Berlin 1887, 

*) Salkowski-Festschrift, S. 397. 

*) La nuova rivista clinico-therapeutica, Bd. 5, S. 121, 1902. 
6) Deutsche med. Wochenschr., Bd. 36, S. 796, 1910. 

7) Miinchn. med. Wochenschr., Bd. 58, S. 2793, 1911. 
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zerlegt, das Indoxy! an der Luft aber zu Indigo oxydiert werden. 
Da8 der Sauerstoff dabei mitwirkt, zeigt das Auftreten der 
Verfairbung zuerst in den oberen Teilen der Filiissigkeit. Bei 
Retention des Colibacillen haltenden Urins im Nierenbecken 
kann es dann schon dort zu Indigoausscheidung und Konkrement- 
bildung kommen. 

Ist der Urin stirker konzentriert, so wird die Zersetzung 
nicht so leicht eintreten, da dann die Colibacillen sich nicht 
gut entwickeln kénnen. Nicht alle Colibacillen haben diese 
Eigenschaft. Andere Bakterien konnen vielleicht ebenso wirken, 
doch sind die Colibacillen wohl am haufigsten im Urin vorhanden. 

Zusammenfassend ergibt sich folgendes: 

1. Indoxylhaltiger Urin wird durch Bakterien, hauptsich- 
lich manche Colibacillen, in der Weise verindert, daf die Indoxyl- 
schwefelséure gespalten wird und nun aus dem abgespaltenen 
Indoxyl sich Indigo oder mehr braunliche Farbstoffe bilden. 

2. Die Bestimmung der Atherschwefelsiiure ergibt dabei 
demgem&B eine entsprechende Verringerung, die bis zu ihrem 
vollkommenen Verschwinden sich steigern kann. Zugleich wird 
wohl auch die Indoxylglukuronsaure gespalten. 

3. Abnahme der Atherschwefelsiiure unter zugleich er- 
folgender Indigoausscheidung spricht dafiir, daB die indigobilden- 
den Substanzen (Harnindikan) hauptsichlich aus indoxylschwefel- 
saurem Kalium bestehen. 

4, Bei der Bildung von Indigo wirkt die Anwesenheit von 
Luftsauerstoff (oder anderen oxydierenden Substanzen) mit. 

5. Konzentrierte an aromatischen Verbindungen (Ather- 
schwefelsiure und Glukuronsdure) reiche Urine bleiben oft 
auch beim Stehen an der Luft steril und zersetzen sich nicht, 
Colibacillen, die dann zugesetzt werden, entwickeln sich nicht, 
sondern gehen zugrunde. 

6. Bei der Bestimmung der Menge der Atherschwefel- 
sdiure und des Indoxyls muB bakterielle Zersetzung des Urin 
vermieden, der Urin also moglichst frisch untersucht oder, 
wenn dies nicht mdglich ist, steril aufbewahrt werden. 
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artigér Grundsubstanz mit phosphorsauren Erden und feinen 
Nadeln und Kornern von dunkelblauer und roter Farbe, die 
Indigoblau und «Urorubin» enthielten, zeigten. Kahler?) 
schildert bei einer 76jaéhrigen Frau intermittierende Ausschei- 
dung von Indigoblau im Urin, der dann infolge Zersetzung des 
Harnstoffs alkalisch reagierte. Bogdanow-Beresowsky?) 
fand bei einem Fall mit eiternder Fistel am Kreuzbein in dem 
zeitweise dunkel kirschfarbenen triiben Urin Indigokrystalle. 
Der Urin gab die Jaffésche Probe dann nicht; sie war aber 
reichlich vorhanden, wenn der Urin normal gefarbt war. Wolf?) 
beschreibt starke Indigurie bei Ileus und Perforationsperitonitis. 
Wang*) beobachtete bei einem 7!/2jaéhrigen Madchen mit sehr 
starkem Indoxylgehalt des Urins braunlich violette Farbe des- 
selben und beim Filtrieren blauen Riickstand, der in ‘Chloroform 
gelést Indigokrystalle ausschied. Bei der Sektion fanden sich 
violette Konglomerate in Rundzelleninfiltraten der linken Niere. 
Reale) beschreibt Indigurie (Glaukurie) bei einem Madchen und 
fiihrt sie auf Zersetzung von Indoxylglukuronsaure zuriick. Auch 
Traumann®) und Sommerfeld’) verdffentlichen Fialle von 
Indigurie bei Kindern. 

Wenn man die aus der Literatur bekannten Falle und 
meine Versuche zusammenhilt, so kommt man zu dem Resultat, 
daB die Ausscheidung von Indigo als Sediment im Urin und 
die griine oder blaue Farbe desselben zuriickzuftihren sind auf 
bakterielle Zersetzung eines stark indoxylhaltigen Urins, und 
zwar wird diese Zersetzung herbeigefiihrt besonders durch 
gewisse Colibacillen. Da Colibacillen durch die Blutbahn be- 
sonders bei Darmstérungen leicht in die Nieren und Harnwege 
gelangen kénnen, so wird beim Stehen der Urin sich rasch 
zersetzen, und es werden dabei auch die Indoxylverbindungen 


1) Ebenda. 

*) Petersb. med. Wochenschr., 1897, Beil. S. 50. 

*) Diss. Berlin 1887. 

*) Salkowski-Festschrift, S. 397. 

*) La nuova rivista clinico-therapeutica, Bd. 5, S. 121, 1902. 
6) Deutsche med. Wochenschr., Bd. 36, S. 796, 1910. 

7) Miinchn. med. Wochenschr., Bd. 58, S, 2793, 1911. 
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zerlegt, das Indoxy! an der Luft aber zu Indigo oxydiert werden. 
Da& der Sauerstoff dabei mitwirkt, zeigt das Auftreten der 
Verfiirbung zuerst in den oberen Teilen der Fliissigkeit. Bei 
Retention des Colibacillen haltenden Urins im Nierenbecken 
kann es dann schon dort zu Indigoausscheidung und Konkrement- 
bildung kommen. 

Ist der Urin starker konzentriert, so wird die Zersetzung 
nicht so leicht eintreten, da dann die Colibacillen sich nicht 
gut entwickeln kénnen. Nicht alle Colibacillen haben diese 
Eigenschaft. Andere Bakterien kénnen vielleicht ebenso wirken, 
doch sind die Colibacillen wohl am haufigsten im Urin vorhanden. 

Zusammenfassend ergibt sich folgendes: 

1. Indoxylhaltiger Urin wird durch Bakterien, hauptsiich- 
lich manche Colibacillen, in der Weise verdndert, dafi die Indoxyl- 
schwefelsiure gespalten wird und nun aus dem abgespaltenen 
Indoxyl sich Indigo oder mehr braunliche Farbstoffe bilden. 

2. Die Bestimmung der Atherschwefelsiiure ergibt dabei 
demgemiéf eine entsprechende Verringerung, die bis zu ihrem 
vollkommenen Verschwinden sich steigern kann. Zugleich wird 
wohl auch die Indoxylglukuronsdéure gespalten. 

3. Abnahme der Atherschwefelsiure unter zugleich er- 
folgender Indigoausscheidung spricht dafir, daf die indigobilden- 
den Substanzen (Harnindikan) hauptsichlich aus indoxylschwefel- 
saurem Kalium bestehen. 

4, Bei der Bildung von Indigo wirkt die Anwesenheit von 
Luftsauerstoff (oder anderen oxydierenden Substanzen) mit. 

5. Konzentrierte an aromatischen Verbindungen (Ather- 
schwefelsiure und Glukuronsdure) reiche Urine bleiben oft 
auch beim Stehen an der Luft steril und zersetzen sich nicht, 
Colibacillen, die dann zugesetzt werden, entwickeln sich nicht, 
sondern gehen zugrunde. 

6. Bei der Bestimmung der Menge der Atherschwefel- 
sdure und des Indoxyls muB bakterielle Zersetzung des Urin 
vermieden, der Urin also mdglichst frisch untersucht oder, 
wenn dies nicht mdglich ist, steril aufbewahrt werden. 











. Uber das Taurin. 


Von 


Peter Bergell. 


(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1916.) 


Von Verbindungen des Taurins mit aromatischen Acyl- 
resten sind bekannt das Phthalyltaurin,!) das Benzoyltaurin?) 
und die a-Phenylureidodthansulfosdure.*) Fir physiologische 
und weitere synthetische Zwecke sind jedoch diese Verbindungen 
bisher wenig angewandt worden. 

Nachfolgend soll eine besonders schéne neue Verbindung 
des Taurins beschrieben werden, die vielleicht geeignet ist, fiir 
weitere Verkettungen zu dienen und das Taurin aus Gemischen 
und physiologischem Material zu isolieren. Es ist dies das 
Natronsalz des $-Naphthalinsulfotaurins. Diese Verbindung ist 
beim Versuch der Darstellung bisher vielleicht tibersehen, weil 
sie aus sauren wasserigen Liésungen erst beim Zufiigen von 
Kochsalz sich abscheidet. Da es sich um ein stark saures Salz 
handelt, ist seine Abscheidung in salzsaurer Lésung zunachst 
nicht auffillig. Das Natronsalz laBt sich auch in schwefel- 
saurer L6sung durch Natriumsulfat gleichfalls aussalzen und ist 
demnach Schwerloslichkeit allein die Ursache der Abscheidung. 
Die neue Verbindung ist fiir physiologische Zwecke brauchbar. 
Ein menschlicher Urin, der zwischen 0,1 und 0,5°/o Taurin 
enthilt, ergibt bei der Reaktion die charakteristische Verbindung. 


Experimenteller Teil. 


8-naphthalinsulfoaminodthansulfonsaures Natrium. 
C,.H,SO, — NH - CH, - CH, - SO, — ONa. 


2 ¢ Taurin werden in 30 ccm Wasser gelést und 18 ccm 
N.-NaOH hinzugefiigt. Die Lésung wird mit 5 g B-Naphthalin- 


‘) Gabriel und Colmann, Chem. Zentralblatt 1912, I, S. 228. 

*) Gabriel und Colmann, Chem. Ber., Bd. 44, S. 3629—30. Vgl. 
Chem. Ber., Bd. 23, S. 160. 

®) Paal und Zitelmann, Chem. Ber., Bd. 36, S. 3343. Chem. 
Zentralbl. 1903, IL. 
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sulfochlorid, in 30 ccm Ather gelist, versetzt und in einer 
Schiittelflasche zwei Stunden auf der Maschine geschiittelt. Als- 
dann werden nochmals 18 ccm N.-NaOH hinzugegeben und 
fernere zwei Stunden geschiittelt. Die wiisserige Schicht wird 
abgetrennt und mit Salzsaéure stark angesiuert. Hierbei bleibt 
die Lésung zunichst klar. Beim Zufiigen von Kochsalz wird 
jedoch noch weit vor der volligen Sattigung ein Niederschlag 
erhalten, der bald vollig krystallin wird. Er wird abge- 
sogen und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Dieser 
Niederschlag enthalt naturgem&8 noch Kochsalz und jedenfalls 
auch £-Naphthalinsulfosiure. Er wird mit 85°/oigem Alkohol 
ausgekocht, wobei Kochsalz zurtickbleibt. Das Filtrat wird 
stehen gelassen und der entstehende Niederschlag nach 24 Stunden 
abgesaugt. Seine Menge betrug 2,4 g. Er wird nochmals aus 
der 25fachen Menge 85°/oigem Alkohol umkrystallisiert, wobei 
man beobachtet, daB die Substanz mit steigender Reinheit in 
Alkohol schwerer loéslich wird. Das Filtrat wird mit wenigen 
Kubikzentimetern Wasser versetzt. (Findet dieser Wasser- 
zusatz nicht statt, enthalt die schénkrystallisierte Verbindung 
immer noch etwas Kochsalz beigemengt. 0,1533 g gaben 
0,0413 g Na,SO, = 8,72°/o Na und die Elementaranalyse ent- 
sprechende Verminderung der Werte fiir C und H.) Aus dem 
Filtrat krystallisiert die neue Verbindung in herrlichen bis ein 
Zentimeter langen, flachen und spitzen Blattern, die getrocknet 
einen schénen Perlmutterglanz zeigen. Es wurden 1,5 g er- 
halten. Wird die Substanz in heifem Wasser gelést, so kry- 
stallisiert sie nur duferst schwer und nach langem Stehen 
wieder aus. Sie wird aber durch eine geringe Menge Koch- 
salz sofort wieder ausgesalzen. Die aus Wasser erhaltenen 
Krystaliisationen erscheinen unter dem Mikroskop als spitze 
feine Blattchen und zeigen nicht die schénen Eigenschaften 
der aus Alkohol erhaltenen Niederschlige. Nach der ersten 
Krystallisation aus 85°/oigem Alkohol schmolz die Verbindung 
im Kapillarréhrchen erhitzt bei 236—240° (unkorr.). Nach 
dem weiteren Umkrystallisieren wurde der Schmelzpunkt bei 
244° (unkorr.) = 247° (korr.) gefunden. Sie ist in der mehr- 
fachen Menge siedenden Wassers loéslich und in der ca. 8fachen 
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Menge Wasser von gewohnlicher Temperatur. Durch diese 
hohe Wasserloslichkeit unterscheidet sie sich auffallig von der 
Mehrzahl der £-Naphthalinsulfoverbindungen der Aminosauren. 
In Alkohol dagegen ist sie weit schwerer léslich als letztere 
und gehorte die fast 40fache Menge siedenden Alkohols dazu, 
ui sie vollig in Lésung zu bringen. In kaltem Essigester, 
Aceton, Ather, Benzol ist sie schwerléslich oder unléslich, wird 
dagegen von Tetrachlorkohlenstoff aufgenommen. Sie ist kry- 
stallwasserfrei. Die reine, im Vakuum iiber Schwefelsadure 
getrocknete Substanz ist ziemlich schwer zerstérbar. Bei der 
Bestimmung des Schwefels nach Carius muBte sie auf 290° 
erhitzt werden, da sie bei 250° noch nicht zersetzt war. 
0,1190 g Substanz gaben 0,1633 g BaSO, 


0,1605 » > > 6,05 ccm Stickstoff (17°; 755 mm) 
0,1601 » > »  0,2497 g CO, und 0,0539 g H 
0,1010 » > >» 0,1571>» CO, » 0,0339 » H 
0,2226 » » >»  0,0485 » Na,SQ,. 


C,,H,.0,NS,Na; Mol. 837. 
Ber.: C = 42,73°o H = 3,56%o N= 414% S = 18,99%o Na = 6,82%o 
Gef.: C = 42,5390 H = 3,74°%o N = 4,36% S = 18,99% Na = 7,05°/o 
42.50 °/o 3,57 Jo 
Das £-Naphthalinsulfotaurin krystallisiert beim Kochen 
mit schwefelsiurehaltigem 90°/oigem Alkohol unverandert 
wieder aus. Aus gréferen Verdiinnungen in wisserigen Losungen 
wird das Natronsalz auch durch Aussalzen mit Natriumsulfat 
bei Gegenwart von freier Schwefelsiure erhalten. Die Sub- 
stanz wurde in gewohnter Weise aus 85°/oigem Alkohol zur 
Analyse umkrystallisiert und zeigte den verlangten Schmelzqunkt. 
0,1622 g Substanz gaben 0,2545 g CO, und 0,0547 g H,O 
0,1507 » > >»  0,2106 g BaSO, 
0,1239 » > > 46ccm N (17°; 757mm) 
Natron wurde durch Abrauchen mit H,SO, als Na,SO, 
nachgewiesen. 
Ber.: C = 42,739 H=3,56%o S=1899% N= 4,14%o 
Gef.: C = 42,7990 H = 3,74% S = 19,19% N = 4,25°%o. 
0,5g Taurin werden in 100ccm Harn von 1,018 speziefisches 
Gewicht gelést und der Reaktion mit B-Naphthalinsolfochlorid 
unterworfen. An reiner umkrystallisierter Substanz wurden 
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0,65g erhalten. Sie schmolz bei 243° und gab in der Analyse 
befriedigende Zahlen. 
0,1100 g Substanz gaben 0,1714 g CO, und 0,0354 g H,O . 
C gef. = 42,43 Jo ber. = 42,73 °/o 
H » = 3,71 °%o > == 3,56 %o. 

0,1 Taurin in 100ccm Harn gelést war gleichfalls noch 
nachweisbar. 1,0g des 8-Naphthalinsulfotaurinnatriums werden 
in 20ccm Baryumnitrallésung heiB gelést. Beim Erkalten 
krystallisiert das Barytsalz in millimeterlangen flachen Blattern 
aus, die weniger spitz als das Natronsalz sind. Es wurde mit 
10 ccm Wasser nachgewaschen, wobei 0,35 g reines Barytsalz 
hinterblieben, das somit schwerer léslich in Wasser ist als 
das Natronsalz. Das neue Baryumsalz schmilzt beim Erhitzen 
im Kapillarréhrchen nicht, schwarzt sich langsam oberhalb 250°. 
In Wasser ist es schwerer, in Alkohol leichter léslich als das 
Natronsalz. 

Auch das Barytsalz ist krystallwasserfrei und ergab in 
der Analyse folgende Zahlen. 

0,2042 g gaben beim Abrauchen mit H,SO, = 0,0610 g BaSO, 
Gef.: 17,60°/o Ba Ber.: == 17,94°/o Ba. 

Aus dem Barytsalz ist durch Umsetzen mit H,SO, die 
freie Séiure erhialtlich. Versuche, durch Reaktion zwischen 
Taurin und Toluolsulfochlorid analoge schwerldsliche Verbin- 
dungen zu erhalten, ergaben ein negatives Resultat. 

Zum SchluB sei erwahnt, daB durch friihere Arbeiten 
von Salkowski bekannt ist, daB verfiittertes Taurin in ge- 
ringer Menge als Taurin, in etwas gr6éferer als Ureidoséure 
zur Ausscheidung gelangt. Es wurde der Versuch gemacht, ob 
nach Verfiitterung von 1 g Taurin bei gesunder oder insuffi- 
cienter Leber (Lebercarcinom) f-Naphthalinsulfotaurinnatrium 
aus dem Urin erhiltlich war. Bei dieser Versuchsanordnung 
wurden jedoch keine positiven Resultate erzielt. Trotzdem 
erscheint es nicht vdllig ausgeschlossen, dai die neue Reaktion 
fiir eine gewisse Funktionspriifung der Leber verwendbar ist. 











Zur Chemie des Carcinoms.') 


Von 


Adolf Oswald (Ziirich). 





(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1916.) 


Im folgenden gebe ich einige auf das Nucleoproteid 
des Carcinoms sich beziehende Befunde wieder. Uber das Vor- 
kommen eines Nucleoproteids im Carcinomgewebe hat schon 
Petry?) berichtet, doch keine naheren analytischen Zahlen 
dariiber mitgeteilt. 

Meine Untersuchungen wurden an ca. 6 Kilo apfel- bis 
doppeltfaustgroBen Carcinomknoten aus der Leber angestellt, 
welche von einem Falle von primaérem Magencarcinom mit 
Metastasenbildung in der Leber stammten, der im hiesigen 
Pathologischen Institut zur Sektion kam und dessen Leber mir 
in freundlicher Weise vom damaligen Vorsteher des Instituts, 
Prof. M. B. Schmidt, tiberlassen wurde. Ich spreche dem- 
selben auch an dieser Stelle meinen besten Dank aus. Die 
Knoten stellten weibe bis gelblichweife kompakte, derbe Massen 
dar, welche sorgfaltig und restlos vom umgebenden Lebergewebe 
befreit wurden und vollstandig frei von Blut waren. Sie wurden 
in der Fleischhackmaschine zerkleinert und die Masse mit 
Wasser mehrere Male ausgezogen und jeweilen abgepreBt. Die 
Prozedur wurde so lange wiederholt (7 mal), bis kein nennens- 
werter Niederschlag mehr auf Essigséurezusatz im Auszug ent- 
stand. Die vereinigten Ausziige wurden mit verdiinnter Essig- 





‘) Die Untersuchungen wurden seinerzeit im chemischen Labora- 
torium der Landwirtschaftlichen Abteilung der Eidgenéssischen Technischen 


Hochschule angestellt. 
*) E. Petry, Ein Beitrag zur Chemie maligner Geschwiilste, Diese 


Zeitschr., Bd. 27, S. 398 (1899). 
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siure versetzt, wobei ein im Uberschuf der Siure unléslicher, 
flockiger Niederschlag sich bildete. Derselbe wurde abfiltriert 
(Filtrat I), in verdiinntem Alkali gelést, die Lésung filtriert und 
das bernsteingelbe, klare Filtrat abermals mit verdiinnter Essig- 
siure angesduert, wobei die Ausscheidung schneewei8 ausfiel 
(Nucleoproteid a). 

Filtrat I wurde mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert 
und ein Teil davon mit der gleichen Menge gesattigter Ammon- 
sulfatldsung versetzt. Es entstand ein weifier flockiger Nieder- 
schlag (Globulinfraktion), der abfiltriert, mit halbgesiittigter 
Ammonsulfatlosung gewaschen, dann gegen flieBendes und 
danach destilliertes Wasser dialysiert, schlieBSlich mit starkem 
Alkohol gefallt und getrocknet wurde. Das Filtrat der Globulin- 
fraktion wurde mit Ammonsulfat in Substanz gesiittigt, wobei 
eine Albuminfraktion ausfiel, die abfiltriert, durch Dialyse von 
anhaftendem Ammonsulfat befreit und in gleicher Weise wie 
das Globulin gefallt und getrocknet wurde. 

Der gréfere Teil des Filtrates I wurde nach der Neu- 
tralisation auf freier Flamme bis zum Sieden erhitzt und das 
geronnene Eiweif abfiltriert. Das klare Filtrat wurde alsdann 
mit verdiinnter Essigsaure versetzt, wobei sich ein langsam 
ausscheidender Niederschlag bildete (Nucleoproteid b). 

In Nucleoproteid a wurde der Phosphorgehalt bestimmt. 
Er erwies sich als 1,10°/o ausmachend. Die Bestimmung wurde 
durch Veraschung im Nickeltiegel mit Atznatron und Salpeter, 
Aufnahme der Schmelze in Wasser, Fallen mit Ammonium- 
molybdat und Uberfiihrung in das Magnesiumsalz bewerkstelligt. 

0,4343 g Substanz gaben 0,0169 g MgP,0,. 

Desgleichen wurde der Phosphorgehalt des Nucleo- 

proteids b bestimmt. Derselbe betrug 1,28°/o. 
0,0191 g Substanz gaben 0,00433 g MgP,0,. 

Weiterhin wurde die Globulinfraktion auf Phosphor unter- 

sucht. Sie enthielt 0,33°/o. 
0,4126 g Substanz ergaben 0,0049 g MgP,0,. 
Ebenso die Albuminfraktion. Sie enthielt 0,12°/o P. 


0,8118 g Substanz ergaben 0,0036 g MgP,0,. 
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~ Nun wurde aus Nucleoproteid a mittels Pepsinverdauung 
das Nuclein dargestellt. Zu diesem Zwecke wurde eine Fraktion 
mit 75 ccm 0,3°/ciger Salzséure versetzt, dazu trockenes Pepsin 
hinzugesetzt und in den Brutschrank gestellt. Nach 14 Tagen 
wurde der braune unlodsliche Anteil abfiltriert, in verdiinntem 
Alkali gelést, die LOsung mit verdiinnter Essigsaure angesauert, 
der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und pulverisiert. Das braune Pulver enthielt 1,24°/o Phosphor 
und 0,68°/o Eisen. 

Der Eisengehalt wurde in der gleichen Portion Substanz 
bestimmt wie der des Phosphors. Die Substanz wurde in der 
angegebenen Weise im Nickeltiegel mit Atznatron und Salpeter 
verascht, die Asche in Wasser aufgenommen, die Lésung an- 
gesiiuert und filtriert und das Filtrat wiederum alkalisch ge- 
macht. Das ausgeschiedene Eisenhydroxyd wurde auf einem 
aschefreien Filter gesammelt, dieser getrocknet und gegliiht 
und das Eisen als Oxyd gewogen. Im Filtrat des Eisenhydro- 
xyds wurde der Phosphor in der oben angegebenen Weise 
bestimmt. 

0,1949 g Substanz gaben 0,0087 g MgP,O, und 0,0019 g Fe,0,. 


Ebenso wurde das Hitzekoagulat des wasserigen Car- 
cinomauszuges der Pepsinverdauung unterworfen. Dabei wurde 
ein Nuclein erhalten, welches 0,84°/o P und 1,47°/o Eisen 
enthielt. 

0,1088 g Substanz ergaben 0,0033 g MgP,O, und 0,0023 g Fe,Q,. 

Es zeigte sich also, daB das Carcinomgewebe sowohl in 
der Globulin- wie in der Albuminfraktion ein Nucleoproteid 
enthielt, welches teilweise durch verdiinnte Essigsaure fallbar 
und, wie das von dieser Korperklasse bekannt ist, in neutraler 
Lésung in der Siedehitze nicht gerinnbar war. Sowohl der 
durch Essigsiure fillbare wie der durch Siedehitze geronnene 
Anteil erwies sich als eisenhaltig. 

Es mag nun der Phosphor- und Eisengehalt des auf 
gleiche Weise aus Lebergewebe gewonnenen Nucleoproteids 
den angefiihrten Befunden gegeniibergestellt werden. 

Uber die Zusammensetzung des Nucleoproteids vom Men- 
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schen habe ich keine Angaben in der Literatur gefunden. Da- 
gegen sind fiir Siugetiere folgende Zahlen angegeben:') 
Phosphorgehalt: Eisengehalt: 


Kaninchen. ..... 2,66 °/o 0,18—0.44%o 
Schwein. . . ... . 2,32—3,18°%/o 0,55—1,93 °/o 
eee ee 2,9 °/o 0,18—0,19 %/o. 


Man ist wohl berechtigt, bis spezielle Untersuchungen 
vorliegen, das Nucleoproteid des Menschen als dem des om- 
nivoren Schweines in seiner Zusammensetzung am nachsten 
kommend anzusehen. Dasselbe zeigt unter den drei Tiergattungen 
die héchsten Werte sowohl fiir den Phosphor wie fiir das Eisen. 
Meine Befunde lassen sich zwar, was den Eisengehalt anbe- 
langt, nicht ohne weiteres mit diesen vergleichen, weil ich 
blo& den des abgespaltenen Nucleins bestimmt habe, doch 
scheint er auf jeden Fall geringer gewesen zu sein als der des 
Lebernucleoproteids, da er den fiir dieses beim Schweine ge- 
fundenen Minimalwert nur um ein weniges iibertrifft und hinter 
dem Maximalwert zuriicksteht. Néahere Schliisse lassen sich 
allerdings nicht ziehen. Auch der Phosphorgehalt ist geringer 
als der des Lebernucleoproteids. 

Es mag dahingestellt sein, ob das Vorkommen von Eisen 
im Nucleoproteid des Lebercarcinoms als Bestatigung dafiir 
angesehen werden darf, daf die Zellen der Carcinommetastasen 
sich in ihrem chemischen Bau denen des von der Metastase 
ergriffenen Organs anpassen. Dieser Schlufi ist nicht ohne 
weiteres gerechtfertigt, da Nucleoproteide vielfach eisenhaltig 
sind. So ist z. B. im Nucleoproteid des Pankreas 0,13°/o Eisen 
(neben 1,76°/o Phosphor) gefunden worden.?) Immerhin will 
ich bemerken, dafi ich im Thymusnucleoproteid und in dem 
der Schilddriise kein Eisen gefunden habe.*) Es ware darum 
interessant gewesen, das Nucleoproteid aus Carcinomgewebe, 





1) Scaffidi, V., Uber die Verteilung des Eisens in der Leber. 
Diese Zeitschr., Bd. 54, S. 448 (1908); Ders., Uber das Nukleoproteid der 
Schweinsleber, Ebenda, Bd. 58, S. 272 (1909). 

*) Umber, F., Das Nukleoproteid des Pankreas, Zeitschr. f. klin. 


Med., Bd. 40, S. 464 (1900). 
3) Verwendet wurden 0,5448 g Thymusnukleoproteid und 0,2584 g 


Nukleoproteid aus der Thyreoidea. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCVII. 19 
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herriihrend aus einem anderen Organ als Leber, zu untersuchen, 
doch standen mir leider keine Tumoren in ausreichender Menge 
zur Verfiigung. 

Mit dem Eisengehalt des Nucleoproteids hat jedenfalls das 
Vorkommen von Eisen in den Lebercarcinomzellen, wie ihn 
Schwalbe!) schildert, nichts zu tun. Schwalbe hat in 
mikroskopischen Schnitten von Lebercarcinom die Berlinerblau- 
reaktion bekommen und zwar zeigte sich ein in den Zellen in 
braunen Kornchen abgelagertes Pigment eisenhaltig. Dieses 
locker gebundene Eisen ist nicht zu identifizieren mit dem des 


Nucleoproteids. 


‘) Schwalbe, E., Uber Eisen in Carcinomzellen, Zentralbl. f. allg. 
Path. u. path. Anat., Bd. 12, S. 874 (1901). 
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Uber die Phosphatwirkung auf die alkoholische Garung 
bei verschiedenen OH‘-Konzentrationen. 


Von 


H. Euler und T. Tholin, 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, Mai 1916.) 





Die Phosphatwirkung bei der alkoholischen Giérung wird 
nach Harden und Young durch die folgenden Gleichungen 
zusammengefakt: 

2 C,H,,0, + 2 PO,Na,H = C,H,,0,(PO,Na,), +- 2 CO, + 2 C,H,OH + 2 H,0 
C,H,,0,(PO,Na,), ++ 2 H,O = C,H,,0, + 2 PO,Na,H 

Zu diesem Ergebnis sind die genannten Forscher durch 
ihre Studien an Hefeprefisaft gekommen, und auf dieses Material, 
also auf zellfreien (zellarmen) Prefsaft beziehen sich auch die 
folgenden Angaben Hardens und Youngs.') 

Fiigt man ein Phosphat zu einer gérenden Mischung von 
Zucker und Hefesaft, so wechselt der Effekt mit der Konzen- 
tration des Phosphates und des Zuckers und mit der speziellen 
Beschaffenheit des Hefesaftes. Bei geringer Konzentration des 
Phosphates in Gegenwart von Uberschu8 von Glykose ist die 
hervorgerufene Beschleunigung so voriibergehend, dafi keine 
genauen Messungen gemacht werden kénnen. Sobald aber der 
Betrag des zugefiigten Phosphates hinreichend grof wird, steigt 
die Entwickelung des Kohlendioxyds sehr schnell vom 5- zum 
10-fachen Betrag und fallt dann rasch bis auf den urspriing- 
lichen Wert. Steigert man die Konzentration des Phosphates 
noch weiter, so halt sich die maximale Geschwindigkeit, welche 
fast unmittelbar nach der Zufiigung des Phosphates erreicht 
wird, wahrend einer gewissen Zeit, bevor der Abfall beginnt; 


-—-—— 


') Harden und Young, Proc. Roy. Soc., B 80, S. 299, 1908. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 20 
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schreitet dann die Konzentration des Phosphates noch weiter 
fort, so wird das Maximum nach der Zugabe nur allmahlich 
erreicht und die dazu erforderliche Zeit wachst mit der Konzen- 
tration des Phosphates.') 

Werden dann die Phosphatkonzentrationen noch gr6fer, 
so wird der maximale Betrag geringer als derjenige, welcher 
mit niedrigeren Konzentrationen erreicht wird, und dieser Be- 
trag fallt langsam ab. Die Konzentration des Phosphates, welches 
die héchste Garungsgeschwindigkeit hervorruft, wechselt sehr 
erheblich mit der Beschaffenheit des Hefesaftes. Diese Ver- 
hiltnisse gehen sehr deutlich aus Kurven hervor, welche von 
Harden fiir die verschiedenen Phosphatkonzentrationen zu- 
sammengestellt sind. ?) 

In diesem Zusammenhang ist noch zu erwiéhnen, daf in 
bezug auf die Lage und die GrdBe des hier besprochenen 
Optimums der Phosphatkonzentrationen auch die Natur des 
Zuckers eine nicht unwesentliche Rolle spielt, wobei die Fruktose 
von den beiden anderen girfaihigen Hexosen, der Glykose und 
Mannose, in folgenden Punkten abweicht. Die Optimalkonzen- 
tration des Phosphates ist bei der Fruktose gréfer und der 
maximale Giérungsbetrag, welcher iiberhaupt erreicht werden 
kann, ist bedeutend hoher. 

Die Giiltigkeit der eingangs erwahnten Harden-Young- 
schen Gleichung wihrend des ganzen Gérungsvorgangs ist von 
Euler und Johansson’) untersucht worden. Die Gleichung 
gilt fiir lebende Hefe in einem gewissen Konzentrationsgebiet 
des Phosphates; auSerhalb desselben treten Stérungen auf. Da 
der Mechanismus der Garung tiberhaupt noch nicht aufgeklart 
ist, so konnten diese Einfliisse bis jetzt noch nicht gedeutet 
werden. Folgende Tatsachen haben Euler und Johansson 
in der genannten Mitteilung besonders hervorgehoben. 

Die Garung beginnt mit einer enzymatischen Umwandlung 
der Hexosen in ein Kohlenhydrat, welches mit Phosphaten 
verestert werden kann. 





') Harden und Young, Proc. Roy. Soc., B 80, S. 299, 1908. 
*) Harden und Young, Proc. Roy. Soc., B 81, S. 336, 1909. 
5) Euler und Johansson, Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 192, 1913. 
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Die mit der Veresterung verkniipfte Kohlensaureentwicke- 
lung wird durch iiberschissiges Phosphat gehemmt und die so 
beeinflu{te Garung durch Fruktose beschleunigt. (Harden und 


Young.) 
Neben dem Hexosediphosphat wird noch ein Triosemono- 


phosphat gebildet. 

Die enzymatische Hydrolyse des Kohlenhydratphosphor- 
siureesters wird durch Toluol stark gehemmt. 

Zu diesen Ergebnissen kommt nun — um gleich das 
wesentliche Resultat dieser Mitteilung vorauszunehmen — ein 
neues, namlich die Tatsache, daB die Phosphatwirkung 
nicht nur ihrem Grade, sondern sogar dem Sinne nach 
von der Konzentration der H- bezw. OH-Ionen ab- 
hingig ist. Erhalt man namlich die Konzentration der 
Hydroxylionen in der Lésung auf einem Wert, welche dem 
Farbenumschlag des Phenolphthaleins entspricht, so erzeugt 
Zusatz von Phosphat innerhalb recht weiter Konzentrations- 
grenzen nicht nur keine Beschleunigung des Gérungsvorgangs, 
sondern im Gegenteil eine Verzégerung. 

Dieses ganze Gebiet ist bis jetzt noch auffallend wenig 
geklirt. Dem Einflu$ der Hydroxylionen auf die Garung an 
sich hat Hagglund') eine Untersuchung gewidmet und wird 
im Anschlu8 daran seine experimentellen Studien, besonders 
unter Anwendung der elektrometrischen Methode fortsetzen. 

Uber den Einflu8 der H- und OH-Ionen auf die Phosphat- 
wirkung bei der Hefe ist bis jetzt noch wenig bekannt. 

Bei der Darstellung des Kohlenhydratphosphorsdureesters 
setzt man am geeignetsten Dinatriumphosphat der Zuckerlésung 
zu, beginnt also mit alkalischer Reaktion, welche sich im Ver- 
lauf der Giérung abstumpft, aufhebt und schlieflich in saure 
Reaktion tibergeht. 

Uber die Einwirkung von Hydroxylionen auf das ester- 
bildende Enzym, die Phosphatese, liegen die Angaben von 
Euler und Kullberg vor, nach welchen in Enzymlésung (also 
nicht in lebender Hefe) die Esterbildung durch eine Konzen- 





1) E. Hagglund, Hefe und Gdrung in ihrer Abhangigkeit von 


Wasserstoff- und Hydroxylionen. Sammlung Ahrens-Herz, Stuttgart, 1914. 
20* 
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tration von etwa 10-° stark beschleunigt wird. Bei welchen 
Konzentrationen das Optimum der Esterbildung liegt, wurde bei 
der erwiéhnten Arbeit nicht festgestellt. Harden und Young 
haben bei ihren Versuchen mit Hefeprefsaft meist Mischungen 
von primérem und sekundarem Phosphat angewandt (Prec. Roy. 
Soc., B 80, S. 310) in anderen Fallen rein sekundéres Phosphat 
(Proc. Roy. Soc., B 81, S. 343), sodaB also die Lésungen zu 
Anfang der Reaktion in der Regel neutral oder schwach alkalisch 
gewesen sein diirften. 


Versuche. 


Die Vergiirung geschah in geschlossenen GefaBen von etwa 
200 ccm Inhalt, durch welche ein Luftstrom geleitet werden 
konnte, welcher die bei der Garung entwickelte Kohlensiéure 
in Barytvorlagen iiberfiihrte. In den GefaBen befand sich 
50 ccm reine 5°/oige Glukoselésung (Kahlbaums reine kry- 
stallisierte Glukose) und 0,5 g frische untergarige Hefe. Diese 
Lésung enthielt noch Phosphat in wechselnder Menge. Aufer- 
dem wurde zu der giirenden Lésung noch 1 cem einer 0,01 pro- 
zentigen Phenolphthaleinlésung zugesetzt. 

Das Girungsgefaf war mit einem dreifach durchbohrten 
Gummiverschlu8 versehen; durch die eine Offnung ging das zu 
einer feinen Spitze ausgezogene Verbindungsrohr zu einer 
Biirette, welche 0,5 norm. Kalilauge enthielt, durch die andere 
Offnung wurde die Verbindung mit einer Barytvorlage herge- 
stellt, welche eine bekannte Menge Barytlésung enthielt, die 
dritte Offnung gestattete den Eintritt der von Kohlensaure be- 
freiten Luft. Alle drei Wege konnten nach Bedarf abgesperrt 
werden. 

Jeder Garungsversuch wurde 2,5 Stunden lang fortgefiihrt; 
wihrend des ganzen Versuches wurde ein schwacher Strom 
kohlensaurefreier Luft durch den Apparat gesogen. Durch 
successiven Zusatz von Kalilauge wurden die OH'- resp. H’-lonen 
auf derjenigen Konzentration erhalten, welche dem Ubergang 
des Phenolphthaleins von rot auf farblos entspricht, also nahe 
Py, = 10-%. Nach der genannten Zeit wurde der Versuch 
durch Zusatz eines Uberschusses von Kalilauge abgebrochen. 
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Die Verbindung zur Alkalibiirette und zum Luftreinigungsapparat 
wurde unterbrochen, die Garungsflasche wurde evakuiert und 
auf 50° erwirmt. Durch die Biirette lie man nun 4 norm. 
Schwefelsadure zufliefen, und trieb dann das freigemachte COQ, 
durch einen Luftstrom in die Barytvorlage tiber. Die Kohlen- 
siure wurde dann nach der Methode von Vesterberg') 
bestimmt. 

Bei Parallelversuchen mit anderen Indikatoren, welche 
in hdherer H -lonenkonzentration ihre Farbe andern, wurde die 
Kohlenséure volumetrisch in Quecksilberbiiretten gemessen; die 
GarungsgefaBe im Thermostaten waren dann sowohl mit einer 
kapillaren Verbindung zu den Quecksilberbiiretten als mit einer 
Alkalibirette verbunden. 

Die Konstanthaltung der H-lonenkonzentration durch 
successive zuflieBendes Alkali kénnte vielleicht unzweckmabig 
erscheinen in Hinsicht auf die Méglichkeit, zu diesem Zweck 
Puffersubstanzen anzuwenden, wie sie besonders von SOrensen 
und Michaelis vorgeschlagen und untersucht worden sind. 
Indessen konnten fiir unsere Untersuchung gerade die sonst 
gebrauchlichsten und geeignetsten Puffer, Phosphate und Amino- 
siuren nicht verwendet werden, da beide die Girung durch 
lebende Hefe in anderer Weise als durch Regulierung der 
H-Konzentration wesentlich beeinflussen; in erster Linie waren 
fiir uns die Phosphate ausgeschlossen, da gerade die Wirkung 
des Phosphations studiert werden sollte. Es blieb also nur eine 
sténdige Kontrolle der Reaktion mittels der Indikatormethode 
oder durch elektrometrische Messung iiber. Es soll noch betont 
werden, daB das Zutropfen von Alkali zu der gérenden Liésung 
in der Weise geschah, dafi eine merkbare Schadigung der Hefe- 
zellen nicht eintreten konnte. 

Ferner wurde unsere Versuchsmethodik insofern gepriift, 
als festgestellt wurde, da8 die von uns angewandten Indikatoren 
Phenolphthalein (in der oben angegebenen Konzentration), ferner 
Methylorange, Kongo und Lackmus (0,1 mg auf 100 ccm Lisung) 
unter unseren Versuchsbedingungen einerseits keine Giftwirkung 
auf lebende Hefe ausiiben, anderseits durch lebende Hefe 





') Vesterberg, Zeitschr. fiir phyik. Chem., Bd. 70, S. 551, 1910. 
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nicht selbst reduziert werden, wodurch eine gréBere Konzen- 
tration der Wasserstoffionen vorgetéiuscht wiirde. Auch Ad- 
sorption dieser Indikatoren wurde nicht beobachtet.') 

Als Beispiel dafiir, welche Alkalimengen wahrend eines 
Versuches zugesetzt wurden, sei folgender Parallelversuch ange- 
fiihrt, bei welchem einerseits Phenolphthalein, anderseits Kongo 
als Indikator angewandt worden waren. 

Minuten 10 20 30 45 60 90 120 150 180 
0,5 norm. Alkali O88 12 26 35 4 52 60 7,1 8ccm. 

In dieser Weise wude der Géarungsverlauf unter Zusatz 
der genannten 4 Indikatoren verglichen. Es ergab sich fiir 
unsere Hefe ein Maximum fiir die H’-Ionenkonzentration, welche 
dem Farbenumschlag des Kongorotes entspricht, also etwa fiir 
die Konzentration 10-*. Die erhaltenen Zahlen werden spater 
im Zusammenhang mit elektrometrischen Messungen mitgeteilt. 

Im folgenden wollen wir die Versuche beschreiben, welche 
erhalten wurden, wenn die Garungsfliissigkeit auf der H’-Kon- 
zentration gehalten wurde, welche dem Farbenumschlag des 
Phenolphthaleins entspricht, und zwar bei Zusatzen verschiedener 


Mengen von Phosphat. 


Versuche. 


Girungstemperatur 20°. 
Wir geben zuniichst zwei Versuche mit Natriumphosphat 


wieder: 
Versuch 1. 
0,5 g frische Hefe. 


Ohne Phosphat 0,0488 g CO, 
Mit 2,5°/o Na,HPO, 0,0246 » CQ). 


Versuch 2. 


——————————————————————————————————————————————— LS... eee 


' ecm zugesetzte 0,5 normale Natronlauge | g CO, 
— | nach 


Minuten | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 |100| 120} 120 Min. 

















Ohne Phosphat 0,60 1,20 1,75 2,80 2,90 3,40 3,90 4,50 5,80)7,00 0,0488 
| | } | 


Mit 2, 5°’ Na,HPO, |0,60 1,30) 1,52 1,63)1,7011,76 2,05 2.232,9013,70 0,0246 


‘) Vgl. Rohland u. Heyder, Kolloid. Zeitschr., Bd. 17, S. 139, 1915. 
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Uber die Phosphatwirkung auf die alkoholische Garung usw. 24: 


Es tritt also hier eine starke Erniedrigung durch Zusatz von 
Phosphat ein. Dieselbe beruht nicht auf einer Schadigung der Hefe 
durch Na-Ionen, wie die folgenden Versuche mit Kaliumphosphat 


zeigen. 














Versuch 3. 
| ccm zugesetzte 0,5 normale Natronlauge g CO, 
Minuten —| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80 100, 120 150 150 oie 
Ohne Phosphat . 0,85) 85 1,60/2,2012,91'3, 65 4,2015,45 6,70 8,26 10,00, 0,0594 
Mit 2.5% K,HPO, . 12,5013,05/3,25/3,58/4,06/4,40/4,9215,87/7,00| 8,501 0,0383 
Versuch 4. 

















Nach 150 Minuten entwickelt 











cm CO, ¢ CO, 
Ome Phosphat. .....-++ 6 29,8 | 0,0523 
Mit 2,5°/o KHPO,....... 18,2 | 0,0319 


DaB es sich hier nicht um eine spezifische Wirkung auf 
die lebenden Zellen handelt, geht aus folgendem Versuch 
hervor, der mit getrockneter (Dauer-)Hefe angestellt ist. 


Versuch 5. 
2 g getrocknete Hefe. 








ccm zugesetzte 0,5 normale Natronlauge | g CO, 
oo tenalaopaatiiainee sc anita _ nach 
- Minuten | 10 | 20 | 30 | 40) 50 | 60 | 80 100/120) 150) 150 Min. 








Ohne Phosphat . 2,05 3,70 4,00 4, 204, 25 4,28 4,48 4, 8 5,20 Gil 0,0165 
Mit 2,5°/o K,HPO,. 12,6012. 8013,0013,02/3,0818,0813,12/8, 13} 3.93 3,58, 0,0099 

Die Verzoégerung der Gérung durch das Phosphat ist bei 
der Dauerhefe etwa ebenso grof wie bei der lebenden Hefe, 
wie die folgende Zusammenstellung zeigt: 

















. nema 
| frische | trockene g CO, Para 
Versuch | Hefe | Hefe a ; = 
| | Ohne i Pi. b 
| g 8 Phosphat [Mit 2,5°/o K,HPO, 
2und3; 05 | — 0,0594 0,0383 1,55 
4 | oo |} — 0,0523 00319 | 1,60 
5 a 2.0 0,0165 0,0099 | 1,67 
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Es wurde nun zur Kontrolle untersucht, ob die Garung 
unserer Hefe unter im iibrigen gleichen Bedingungen wie friher 
in normaler Weise durch saures Phosphat beschleunigt wird. 

Versuch 6. 


EEEEEEeEee——————————————————————————————————————————————EE 
ccm entwickelte CO, | 
g CO, 


30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 |100| 120. 
Ohne Phosphat  .| 2,5 | 4,5 12,0/14,0/15,9 19,2 22,3 0,0392 
Mit 2.5% KH,PO, | 2,5 | 5,2 | 8,0 |10,0'13,5/16,2/19,6|21,9|26,7,32,7, 0,0574 
Im folgenden Versuchspaar wurde der _ phosphatlose 
Parallelversuch auf der H’-Ionenkonzentration p,, = 4,5 gehalten. 








Minuten | 10 | 20 | 








6,5| 8,4/10,2 























Versuch 7. 


| ccm entwickelte CO, 





“Minuten —_‘| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 |100| 120) 


Ohne Phosphat py, | | | | | | | | | | 
=—=45... ./265/48 6,5) 80 | 9,4 11,0 12,5 14,7180 21,0 0,0369 
Mit 2,5°o KH,PO,| 2,5 | 5,0| 7,5 | 9,8 |[12,5/14,5116,8|19,2'24,029,0, 0,0509 
In beiden Versuchen zeigt sich also die bekannte akti- 
vierende Wirkung des Phosphates in saurer Lésung. 
Sogar bei der noch grédferen H -lIonenkonzentration 


Py = 2,6 ist die Phosphatwirkung stark positiv. 

















Versuch 8. 





| | Nach 150 Minuten entwickelte 











H | 

| | ecm CO, ecm CO, 
2, | Ohne Phosphat. . . .| 23,5 0,0413 
2. | Mit 2.5% K,HPO,. . .| 36,8 0,0646 


Um uns zu tiberzeugen, daf die stark hemmende Wirkung 
des Phosphates in alkalischer Lésung nicht durch die Gegenwart 
eines Puffers iiberhaupt bedingt, sondern dem Phosphation 
eigentiimlich ist, wurde im Versuch 9 bei Einhaltung der gleichen 
Alkalinitéit und der sonstigen Bedingungen die entsprechende 
Menge Alanin zugesetzt, dessen Pufferwirkung ganz analog ist 
der des 6fter angewandten Glykokolls. 
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Versuch 9. 














| ccm zugesetzte 0,5 normale Natronlauge 





| 
_ —| g CO, 
Minuten —_| 10 | 20 | 30 | eS 100] 120 | 150 | 
7,34 9,45) 0,0369 
11,75 14,45) 0,0317 





Ohne Phosphat  . |0,52'1,06 1,60 2,14/2 2,683.27 27 4,65 6,02 
Mit 2,5°/o Alanin . |2,80:3,60 3,90 4,2515,05/5,9017, 75) 9,75 

Nachdem somit die beobachtete Wirkung als Effekt des 
Phosphates in alkalischer Lésung festgestellt war, wurde der 
Einflu8 der Phosphatkonzentration bei gleichbleibender Alkalinitit 
gemessen. 





Versuch 10. 
en ees 


ecm zugesetzte 0.5 normale Natronlauge | - 
| g CO, 





40 | 20/30 12 = 60. 0 [sofa0 150 


Ohne Phosphat 5 5/7, 80/9,80 0,080 
Mit 0,5 %/o K,HPO, . lh 90 9,4419,72.3,15 3 67 ‘. 10 5,02 6, 17, 30/9,12) 0,0513 


Minuten 












































te 


Versuch 11. 








ccm zugesetzte 0,5 normele Natronlauge | 
_ g CO, 





Minuten 


| 
DDE 

6,75 8,20 10,00 0,0553 
5| 8,60) 0,0430 





Ohne Phosphat 


0 B41 44/2,10 2,813, 50 15/5,35 
Mit 1/0 K,HPO, 


. (2, 70'3,00/3,30,3,55/4,0014,45/5,05 














5,85 


Versuch 12. 
a nee } 


ccm zugesetzte 0,5 normale Natronlauge 




















) | —___| g CO, 

Minuten 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80 Kaidiad 150 | 
Ohne Phosphat . 0, 85l1 ,60 2, 202,91 3, 654, ,2015,4516 708, 25 10,00, 0,0594 
Mit 2,5 °/o K,HPO, . 2 50|3,05 3,25/3,55/4,06|4,40|4,92/5,87/7,00| 8,50) 0,0383 


Versuch 13. 
ee 


ccm zugesetzte 0,5 normale Natronlauge 
g CO, 








Minuten —_| 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 80 |100| 120] 150 | 
6,28 7,96 10,00, 0,0571 
5,0015,52| 6,40 0,0288 





Ohne Phosphat . 0,88 1,362 00 2, 523 20/3, 88 5 5,04 
Mit 5°/o K,HPO, . |2,76 3,25 3, 60) 3.92 4,08 4,24 4,60 
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ba8t man frische Hefe in Gegenwart von Alkaliphosphat 
und eines geeigneten antiseptischen Mittels, wie Toluol, Zucker 
vergiren, so wird bekanntlich, wie eingangs erwaéhnt, in der 
Lésung das Alkalisalz einer Kohlenhydratphosphorsaure, ein 
Zymophosphat, angereichert. Ohne hier auf die fiir diese 
Reaktion optimale H’-Konzentration einzugehen, sei nur erwahnt, 
daB bei einer Zusammensetzung der Lésung, wie bei obigen 
Versuchen und in Gegenwart von Toluol, das Zymophosphat 
nicht in der Lésung angereichert wird, wenn, wie oben, Phenol- 
phthaleinalkalinitét gehalten wird. ‘) 


Zusammenfassung. 


Als Ergebnis kann folgende zusammenfassende Tabelle 


gegeben werden: 
0,5 g Hefe in 50 ccm Glukoselésung. Temp. 20°. 

















PO g CO, nach 150 Minuten Relative 

: = Garungs- — 
%o | Ohne Phosphat Mit Phosphat geschwindigkeit 
0,5 0,0580 0,0513 0,88 
1,0 0,0553 0,0430 0,78 
25 0,0523 0,0319 0,61 
5,0 0,0571 0,0288 0,50 











Bei der Alkalinitéit, welche durch den Farbenumschlag 
des Phenolphthaleins angegeben wird, verzégern Phosphate die 
alkoholische Gairung sowohl durch frische Hefe als durch Dauer- 
hefe; die Verzégerung wiichst mit der Phosphatmenge. 

Bei obigen Verhiltnissen erzeugt 2,5°/o PO,, bei H’'-Kon- 
zentration p,, = 8, Verzégerung von ca. 40°/o, wahrend in 
saurer Losung bei H’-Konzentration p,, = 4,5 eine Beschleu- 
nigung von ca. 40°/o eintritt. Dieser auffallende Befund wird 
weiter verfolgt werden. 


‘) Vermutlich ist die Permeabilitét der auferen Plasmaschicht fiir 
Phosphat von der Konzentration der H’- bezw. OH’-Ionen in der Lésung 
abhingig. 
























































Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung 
und Bildung der Enzyme. 


XII. Mitteilung. 
Von 


Hans Euler und Erik Léwenhamm. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1916.) 


I. 


Einwirkung von antiseptischen Mitteln und Giften auf Hefe. 


Die Tatsache, dai die Girungstatigkeit lebender Hefe- 
zellen durch antiseptische Mittel wie Toluol und Chloroform 
mehr oder weniger vollstaéndig gehemmt wird, wahrend die 
Dauerpriparate der Hefe sowie Hefesaft durch die gleichen 
Substanzen viel weniger oder gar nicht beeinfluit werden, ist 
schon lange bekannt, hat aber langere Zeit keine weitere Be- 
achtung gefunden. In einer 1910 in dieser Zeitschrift erschienenen 
Mitteilung hat der eine von uns mit B. af Ugglas') die Auf- 
merksamkeit auf obigen Sachverhalt gelenkt, und daraus folgenden 
SchluB gezogen: 

Die Zymase ist in der lebenden Hefe als chemischer 
Komplex ganz oder teilweise an das Protoplasma?) gebunden; 
wird die vitale Tatigkeit der Zelle dauernd oder zeitweilig auf- 
gehoben, so wird auch die gérungserregende Gruppe des Proto- 
plasmas, also die an das Plasma gebundene Zymase, inakti- 
viert; wirksam bleibt nur derjenige Teil des Gérungsenzymes, 





1) H. Euler und B. af Ugglas, Diese Zeitschr., Bd. 70, S. 286, 1910. 
2) Unter Protoplasma soll hier nichts anderes verstanden werden 
als diejenige Substanz, welche der Trager der typischen Lebensfunk- 
tionen ist. 
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welcher frei ist, oder bei der Entwiisserung der Hefe im Vakuum 
oder durch Alkohol freigemacht wird. ') 

Der Einflu8 der Antiseptika Toluol, Thymol und Chloro- 
form auf «Zymase», Maltase und Invertase wurde dann von 
Euler und Kullberg?) naher untersucht und im Zusammen- 
hang mit friiheren, teilweise eingehenden Versuchen von Emil 
Fischer’) besprochen. Euler und Kullberg kamen damals 
zu folgender Auffassung: 

Die Hefenenzyme sind urspriinglich Bestandteile des 
Plasmas und werden entweder schon in der lebenden Zelle 
vom Plasma abgeschieden und dann am Plasma wieder re- 
generiert; sie sind dann relativ leicht extrahierbar und sind 
in relativ groBer Menge in den Zellen vorhanden. Oder aber 
die Abtrennung erfolgt erst (teilweise). beim Entwiéssern der 
Hefe oder durch mechanische Mittel, tiberhaupt unter Umstanden, 
unter welchen das Plasma getétet wird. Gegen Antiseptika 
sind die Hefenenzyme in dem Mafe unempfindlich, als sie vom 
lebenden Plasma befreit sind. 

Was dann speziell den Einflu8 des Toluols auf lebende 
Hefe betrifft, so wurden die hierbei auftretenden Erscheinungen 
hinsichtlich der Zymase und Phosphatese weiter untersucht. *) 

Vergleichende Versuche tiber die Einwirkung von Chloro- 
form und Toluol auf lebende Hefe haben neuerdings auch 
Neuberg und seine Mitarbeiter angestellt.) 

SchlieBlich wurde vor kurzer Zeit noch der Befund, dab 
unter Umstiinden auch Trockenhefe bei ihrer Gaérwirkung auf 


1) Die erwihnte Auffassung, dafs die Hefe, insoweit sie durch Anti- 
septika in ihrer Girfaihigkeit gehemmt wird, durch den Giarungskomplex 
ihres Protoplasmas und nicht durch die freie <Zymase» die Garung der 
Kohlenhydrate bewirkt, vertritt, gestiitzt auf viele Versuche in einer sehr 
interessanten Arbeit auch Rubner (Arch. f. Physiol., 12. Suppl.). 

*) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 85, 1911. 

5) Emil Fischer, Bericht der Deutschen chem. Gesellsch., Bd. 28, 
S. 1429, 1895. 

*) Euler und Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 80, S. 175, 1912. 

5) Neuberg und Nord, Biochem. Zeitschr., Bd. 67, S. 12, 1914. 
Vgl. auch Neuberg und Rosenthal, Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 128, 
1913, sowie Neuberg und N. Iwanoff, Biochem. Zeitschr., Bd. 67 


S. 1, 1914. 
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Hexosen durch Toluol gehemmt wird, durch den einen von 
uns einer Nachpriifung unterzogen.') 

Wir fiihren die in den erwahnten Arbeiten beschriebenen 
Tatsachen nicht mehr einzeln auf, sondern verweisen auf die 
Monographie von Euler und Lindner?) und gehen gleich zu 
unsern Befunden iiber. 

Nun hat bekanntlich Neuberg*) die fiir die Giarungs- 
chemie sehr interessante Entdeckung gemacht, dal} die Alkali- 
salze der Brenztraubensiure sowohl durch Dauerhefe und durch 
Hefesaft, also rein enzymatisch als auch durch lebende Hefe 
in Gegenwart von antiseptischen Mitteln wie Chloroform und 
Toluol kraftig vergoren wird, und da sich die Carboxylase 
auch in dieser Hinsicht scharf von der «Zymase» unterscheidet. 
Auch freie Brenztraubensaéure wird kraftig vergoren.*) 

In Hinsicht auf unsere oben erwihnten Arbeiten war es 
von Interesse, die Einwirkung von Toluol und Chloroform auf 
die Vergéirung von Brenztraubensaure, ahnlich wie wir dies 
beziiglich der Glukosegiirung getan haben, quantitativ zu unter- 
suchen. 


Versuchsmethode. 


Wir haben die Girungsgeschwindigkeit volumetrisch ver- 
folgt und verweisen beziiglich der Versuchsanordnung auf die 
friiheren Mitteilungen aus dem hiesigen Laboratorium. Es wurde 
durch Zusatz eines geeigneten Puffers (NaH,PO,) bei den meisten 
Versuchen fiir eine annihernd konstante Aciditaét gesorgt; wo 
dies nicht der Fall war, findet man eine besondere Angabe. 
Die von uns angewandte Hefe der St. Eriksbrauerei ist, wie 
friiher mehrfach erwihnt, eine untergirige Bierhefe. 





') Euler, Zeitschr. f. Garungsphysiol., Bd. 5, S.1, 1914. 

2) Euler und Lindner, Die Chemie der Hefe und der alkoholischen 
Garung, Leipzig, Akad. Verlagsges. 1915. 

8) Neuberg und Mitarbeiter. Siehe zahlreiche Arbeiten m Biochem. 
Zeitschr., 1911—1916. 

*) Max Oppenheimer, Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 235, 1914. 
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Tabelle 1. 


0,4 g frische, abgeprefte Hefe -++ 0,7 g NaH,PO, + 5 ccm 5°/oige 
Na-Pyrovinatlésung -++ 20 ccm HQ,. 




































































Trocken-| = gg go 40,6 °o 35,0°Jo | nicht bestimmt 
gewicht 
a Ohne |0,5 cem'0,25 cem| 1 ccm | Ohne (0,5 ccm! Ohne 0,5 ccm 
nuten 
mn Toluol | Toluol | Toluol | Toluol| Toluol | Toluol | Toluol! Toluol 
15 | 1 2 35 | 4 15 / 15/1 | 2 
30 2 5 4 1, 2,5 2,5 1,5 3 
45 2,5 8 4.5 2, 3,0 3,5 2,5 4 
60 8 11 5 8, 3,5 4 3.5 6 
90 4 14 6 5 4,5 6 5 11 
120 — — 6,5 7 5,5 7,5 6 14 
150 — — 8 8 6 ) — — 
180 -- — 9 8, 6,2 11 _ —_— 
240 — — 11 11 6,5 | 15 | om 
1200 — — | 38! | 30 10,5 | 26 11,5 | 31 
Tabelle 2. 
Selbstgirung der Hefe. 
0,4 g frische Hefe in 25 ccm Wasser. 
_— 7 
ae Ohne Zusatz Mit 0.5 ccm | Ohne a Mit 0,5 ccm 
_ Toluol | Chloroform 
15 2 2 1,5 | 1,3 
30 2.2 2.5 1,8 1,7 
45 25 2,8 2.2 
60 3 3,2 2.5 3,2 
90 3,3 3,4 3,0 3,8 
120 3,5 3,8 3,5 4,4 
150 4.0 4,5 4,0 
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Tabelle 3. 
1 g frische Hefe (36°/o) + 0,7g NaH,PO, -+ 5 ccm 5 °/oige 
Na-Pyrovinatlésung -+- 20 ccm H,0. 
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Mit 0,5 ccm Mit 0,5 ccm 
Minuten Ohne Zusatz Toluol Chloroform 
15 1,5 25 3,5 
30 3 5,5 7,5 

60 6 15,5 16 

90 7 20,5 24 

120 9 25,5 > 29 

210 11 — 41 

1200 24 46 44 
Tabelle 4. 


0,7 g NaH,PO, + 5 ccm 5°%/oige Na-Pyrovinatlésung -+ 20 ccm Wasser. 
4g 20 U4 Y g 























Zeit 0,4 g frische Hefe (35,1%o) | 1 g frische Hefe 
in ee 
, 1 ccm 0,5 ccm 
Minuten Ohne Zusatz Coiteeniie Ohne Zusatz Ciimenhaeee 
15 1,5 1,5 1,5 7,5 
30 2.5 25 3 14,5 
45 3,0 4 4 17 
60 3,5 5 5 21 
75 4 6 6 25,5 
90 4,5 7,5 7 30 
120 5,5 9,5 8 36 
150 6 11 9 40 
180 6,2 13 10 43 
210 6,4 15,5 11 45,5 
Tabelle 5. 


Selbstgarung der Hefe. 
———————————————————————————— 








Zeit 0,4 g frische Hefe (33,2 °/o) 
in Minuten Ohne Zusatz 1ecm Toluol | 1 ccm Chloroform 

15 1,6 20 1,9 
30 20 24 2.3 
45 2,3 2,7 2,5 
60 27 3.0 29 
90 31 3.4 33 

120 35 37 3.65 
180 4d 46 44 

210 4,6 4,85 46 
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Wie aus den obigen Resultaten hervorgeht, bestatigt sich 
zunichst vollsténdig der Befund von Neuberg und seinen Mit- 
arbeitern, daf lebende Hefe in Gegenwart von Toluol oder 
Chloroform das Alkalisalz der Brenztraubensaéure mit erheb- 
licher Geschwindigkeit zu vergiren vermag und daf sich somit 
die «Carboxylase» auch scharf von der «Zymase» unterscheidet, 
und in dieser Hinsicht der Invertase néher steht. 

Indessen ergibt sich aus einem Vergleich der Girung von 
Natriumpyrovinat durch lebende Hefe in Gegenwart und in 
Abwesenheit von antiseptischen Mitteln ein bemerkenswerter 
Unterschied zwischen dem Verhalten von Invertase und 
Carboxylase gegentiber diesen Stoffen: 

Wahrend die Invertasewirkung der lebenden Hefe durch 
Toluol und Chloroform so gut wie gar nicht beeinfluBt wird, 
wie Versuche von Euler und Kullberg gezeigt haben, wird die 
Vergiirung des brenztraubensauren Salzes vermittelst lebender 
Hefe durch Antiseptika sehr erheblich beschleunigt. 

Diese Beschleunigung der Brenztraubenséurevergadrung 
durch die genannten antiseptischen Mittel tritt indessen nur 
bei der Verwendung frischer lebender Hefe ein. Wird Trocken- 
hefe bei Zimmertemperatur wiahrend 24 Stunden getrocknet, 
und dann zur Spaltung des Pyrovinates benutzt, so ist der 
EinfluS der Antiseptika stets gering, unter Umstanden negativ, 
wie die folgenden Tabellen 6 und 7 zeigen, welche mit zwei 
verschiedenen Dauerhefepraparaten angestellt sind. 


Tabelle 6. 
1 g Trockenhefe a. 




















Il. 
| 10 ccm Na- cesta 0,7 g NaH,PO, +-5 ccm 5°/oige 
Minuten | + 15 ccm H,O Pyrovinatlésg. ++ 20 ccm H,O 
| Ohne Zusatz | 0,5ccm Toluol} Ohne Zusatz Pe ss in 
15 7 4,5 -- — 
30 12 9 | 15 16 
60 17,5 16 27 32 
90 24 22 34 39 
120 29 26 37 41 
150 34 31 37,5 43 
210 - 36 40 43,5 
240 | H) 38 42,5 44 
































lt Re ie 
es " ne nega 24 = x ck eee : 
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Tabelle 7. 


0,5 g Trockenhefe b. 
0,7 g NaH,PO, + 5 ccm 5% oige Na-Pyrovinatlésung -- 20 ccm H,0. 


























Minuten Ohne Zusatz 0,5 ccm Toluol 

15 4 3 
30 10 7 
45 14 10 
18 » 14 

90 24 — 
120 29 24 
150 31 27 
240 32 32 








Charakterisiert wird die von uns benutzte Trockenhefe 
durch folgende Angaben: 

Durch die Trocknung bei Zimmertemperatur auf einen 
Wassergehalt von unter 10°/o wird das Géirungsvermogen gegen- 
iiber Brenztraubensiure nur wenig (in der Regel zwischen 10 
und 40°/o) vermindert, berechnet auf Trockensubstanz Hefe. 

Kubikzentimeter CO, pro Gramm wasserfreie Hefe in 1 Stunde 
frische Hefe getrocknete Hefe 
48 40 

Die Girkraft der frischen und wie oben getrockneten Hefe 

geht aus folgender Tabelle hervor: 


Tabelle 8. 


EE ———————————————————————————————————————————————————————— 














0,4 g frische Hefe +- 0,7 g NaH,PO, | 4 » Trockenhefe| frisch 
Zeit j|+- 5 ccm 5%oige Glykoselésung SO7e NaH,PO, "Wiis ; 
- -+- 20 ccm H,O 5 cem 5 %/o ige 
Glukoselésung 
Minuten beobachtet auflg : ‘james + 20 ccm H,O| getr. Hefe 
15 2.5 - 15,6 1,5 10,4 
30. | 5 31,2 3,5 8,9 
60 16 100 8,5 11,8 
90 24 150 13,5 11,1 
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Durch die Trocknung ist also die Giarkraft gegeniiber 
Glukose im Verhdltnis von rund 10:1 vermindert worden. 

Zu den Tabellen ist noch folgendes zu bemerken: Die 
Vergirung von Pyrovinat in Abwesenheit von antiseptischen 
Mitteln ist, auch wenn Phosphat als Puffer zugegen ist, recht 
gering und iibersteigt nur wenig die Selbstgirung der Hefe. 
Erst durch antiseptische Mittel usw. wird eine energische Ver- 
girung brenztraubensaurer Salze hervorgerufen. Daf dieser 
Effekt nicht durch eine Wirkung dieser Stoffe auf die Carboxylase 
an sich veranlaBt wird, geht daraus hervor, daB die Spaltung 
der Pyrovinate durch Trockenhefe durch Stoffe wie Toluol, 
Chloroform u. a. nicht oder nur unwesentlich beschleunigt wird. ') 

Diese Giftwirkung bei der Brenztraubensauregirung beruht 
aber nicht darauf, daB die Hefezellen durch das Gift getétet 
werden; gegen eine Erklarung dieser Tatsache durch Annahme 
einer weitgehenden Anderung der Permeabilitit sprechen die 
Verhialtnisse bei der Traubenzuckervergérung. Gerade in diesem 
Zusammenhang mu8 auf die Tatsache aufmerksam gemacht 
werden, dai die Selbstgirung der lebenden Hefe durch Anti- 
septika und manche anderen Stoffe beschleunigt wird. Wie 
Versuche, welche an anderer Stelle ver6ffentlicht werden sollen, 
ergeben haben, kommt dabei jedenfalls nicht ausschlieflich 
Glukose zur Vergirung; auffallenderweise ist bis jetzt unseres 
Wissens iiberhaupt die Frage, auf welchem Wege das Glykogen bei 
der Selbstgarung zerfallt, experimentell nicht behandelt worden. 


If. 


Die Veranderung des Carboxylasegehaltes der lebenden Hefe durch 
Vorbehandlung. 


Wie der eine von uns mit mehreren Mitarbeitern gezeigt 
hat,?) kann der Gehalt der Hefe an Invertase durch geeignete 





') Siehe zum Vergleich z. B. A. Bau, Biochem. Zeitschr., Bd. 73, 
S. 340, 1916. 

*) Euler und B. af Ugglas, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 
Bd. 3, Nr. 34, 1911; Euler und Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 76, 
S. 388, 1912 und Bd. 78, S. 246, 1912, sowie Bd. 84, S.97, 1913; Euler 
und Meyer, Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 274, 1912. 
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Vorbehandlungen verschiedener Art — vorbereitende Girung, 
Einhaltung bestimmter Temperaturbedingungen,') Liiftung usw. 
bis tiber den 10fachen Betrag erhdht werden. 

Eine Untersuchung iiber die gleichzeitige Veranderung 
des Gehaltes an Invertase und an Gérungsenzymen bei der 
lebenden Hefe hatte das Resultat ergeben, daB eine Anreicherung 
der Hefe an «Zymase>» bei weitem nicht in dem Umfang durch- 
gefiihrt werden kann, wie an Invertase, und dai im Gegenteil 
mit einer starken Zunahme des Vermdgens zur Rohrzucker- 
spaltung, also des «Invertasesystems» eine Abnahme der Gir- 
kraft parallel geht. 

Die wichtige und eigenartige Stellung, welche die von 
Neuberg entdeckte Carboxylase unter den Girungsenzymen 
einnimmt, hat uns veranlaBt, im Anschlu8 an die friiheren Unter- 
suchungen des hiesigen Laboratoriums iiber Enzymbildung zu 
untersuchen, in welcher Weise und durch welche Mittel die 
Bildung der Carboxylase in der lebenden Zelle stattfindet. 

Es ergibt sich zunachst die Frage, in welchem Umfange 
hierbei die Carboxylase von den tibrigen Bestandteilen der 
«Zymase» unabhangig ist. In dieser Hinsicht haben Neuberg 
und seine Mitarbeiter bereits wertvolle Tatsachen gefunden. 
Wir erwahnen vor allem die Abtrennung der Brenztraubensaure- 
vergairung von der Zuckergérung durch Auswaschen getrockneter 
Hefe, also die Herstellung eines Praparates, welches Brenz- 
traubensaure, nicht aber Zucker zu garen imstande ist; ferner 
das verschiedene Verhalten der Carboxylase und Zymase zu 
Giften und bei héheren Temperaturen. 

Zunachst wurde untersucht, ob durch eine vorbereitende 
Garung von Glukose, in Gegenwart von Asparagin und Lindner- 
scher Nahrl6sung, welche die rohrzuckerspaltende Wirkung der 
Hefe verdoppelt, eine Erhéhung der Carboxylasewirkung zu 
erzielen ist. 

Beziiglich der Versuchsbedingungen kénnen wir auf die 
friiheren Arbeiten verweisen; es befanden sich wieder 10g 
Hefe in 11 Lindnerscher Nahrlésung, welche 2°/o Trauben- 


’) Euler und Cramér, Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 430, 1913 und 
Bd. 89, S. 272, 1914. 
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zucker enthielt. Die Carboxylasewirkung geht aus folgender 
Tabelle hervor: 


Tabelle 9. 


0,7 g NaH,PO, + 5 ccm 5°%oige Na-Pyrovinatlésung + 20 ccm Wasser 
-+- 0,4 g Hefe (33,3°/o Trockensubstanz). 











Minuten Unvorbehandelte Vorbehandelte Hefe 
frische Hefe Gartemperatur 10° | Gartemperatur 20° 
15 1,4 1,6 1,2 
30 2.6 2.8 2,5 
60 | 4,4 4,5 4.5 
90 7,0 7,4 7,1 
120 9,2 9,7 9,6 
180 | 14,0 15,0 15,0 








Die direkt beobachteten Volumina CO, sind auf einen 
gleichheitlichen Trockengehalt der Hefe von 33,3°/o umgerechnet. 
Bei der Vorbehandlung wurde die Gérung wahrend 20 Stunden 
zu Ende gefiihrt und erst dann die Hefe entnommen, von der 
vergorenen Fliissigkeit getrennt und mit kaltem Wasser schnell 
gewaschen. 

Die Differenzen zwischen den drei Garungsgeschwindig- 
keiten liegen innerhalb der Versuchsfehler; die Vorbehandlung 
hatte also keinen Einflu8 auf die Carboxylasewirkung. 

Ahnliche negative Ergebnisse wurden erhalten, als die vor- 
behandelnde Vergiirung bei einer Temperatur von 35° und bei 
einem andern Versuch bei 20° unter Liiftung vorgenommen wurde. 

Diese Versuche wurden spiter von einem von uns (E.) 
fortgesetzt, indem die Vorbehandlung mit einer 2°/oigen Losung 
von Natriumpyrovinat vorgenommen wurde, welche im tibrigen 
wie eine Lindnersche Nahrlésung zusammengesetzt war. Vor- 
behandlungstemperatur 18°. 

Die ersten Versuche verringerten die Spaltungsfahigkeit 
der Hefe gegeniiber brenztraubensaurem Natrium betrachtlich 
(20 bis 70°/o). Als jedoch in den folgenden Versuchen die 
Vorbehandlung mit Pyrovinat unter Liiftung und bei einer Tem- 
peratur von 10° geschah, war der Effekt positiv. Wir fuhren 
einen solchen Versuch an: 
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Tabelle 10. 
0,4 g frische Hefe. Trockensubstanz reduziert auf 35 %o. 
| poe Eee ee TT, 
Unvorbehandelte Hefe Vorbehandelte Hefe 
Minuten | in 5°%oiger | in 2°%/oiger in 5°%oiger | in 2°%oiger 
Glukoselésung | Pyrovinatlisg. | Glukoselisung | Pyrovinatlisg. 
15 32 = | ‘a 2.7 40 
30 6,2 5,9 6,0 7,8 
60 15,7 12,6 14,0 14,5 
120 31,0 22,9 28,1 | « 27,9 











kraft der Hefe gegeniiber Glukose um etwa 10°/o gesunken ist, 
hat sich die Spaltungsfahigkeit gegeniiber Pyrovinat um ca. 
20°/o erhéht. Diese Vorbehandlung wirkt also — wie iibrigens 
zahlreiche andere Faktoren') auf die Fahigkeit zur Glukose- 
vergiérung und zur Brenztraubensdurevergiirung verschieden ein. 
Einstweilen kann man aber hieraus nur schliefen, da eine der 
Komponenten, welche das Enzymsystem einerseits der «Zymase 
im engeren Sinne» und anderseits der Carboxylase bilden, bei 
der Vorbehandlung ungleich beeinfluBt worden ist. 

Daf die Liiftung hier von entscheidendem EinflufB ist, diirfte 
auf der Entfernung des bei der Brenztraubenséurevergérung 
gebildeten Acetaldehydes beruhen, welcher in einigermafen 
erheblichen Konzentrationen als Gift wirkt. 

Die Liiftungsversuche gaben Veranlassung, die Wirkung 
einiger Oxydationsmittel auf die Vergérung der Brenztrauben- 
sdure zu untersuchen. Die folgenden Zahlen sind Mittelwerte 
aus je zwei Versuchen: 

Tabelle 11. 


1 g frische Hefe (40,0°/o) +- 0,7 g NaH,PO, +- 5 ccm 5 °%/oige 
Pyrovinatlésung + 0,5 ccm Toluol. 


ccm CO, 





. 5 ccm 1°%oige | + 5ccm 1°%oige 
Minuten Ohne Zusatz Taha Beams | K,Cr,0,-Lésung 
15 3,5 4,5 4 
30 8,0 9,0 8,75 
60 14,5 15,75 17,0 
90 19,75 21,5 22,0 
120 24,0 27,0 25,5 
180 32,5 34,0 30,0 
240 35,0 38,0 31,5 














1) Siehe die Arbeiten von Neuberg, z. B. Biochem. Zeitschr., 
Bd. 71, S.1, 1915. 
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fm AnschluB hieran sei auch ein Versuch mitgeteilt, welcher 
zeigt, dafi die Enzymbildung der Invertase durch vorbehandelnde 
Garung auch durch Vorbehandlung mit Natriumpyrovinat erzielt 
werden kann. Die Versuchsbedingungen waren ganz dieselben 
wie die oben angegebenen, und die Methodik die gleiche wie 
bei den Vorbehandlungsversuchen von Euler und Johansson 
bezw. Cramér. Vorbehandlungstemperatur 20°. 
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Tabelle 12. 
Unvorbehandelte Hefe. Trockensubstanz 34,0 %o. 
————] 
Minuten Drehung K - 10¢ 
0 6,14 oo 
15 5,27 33 
25 4,72 33 
35 4,00 38 
40) 3,97 33 
a — 1,97 
Dauer der Vorbehandlung: 25 Stunden. 
| A B 
Minut 
ee | Drehung K - 10* Drehung K - 10* 
0 | 7,04 - 6,08 in 
15 | 5,00 72 4,20 77 
25 3,52 79 2,95 86 
35 2,60 81 - — 
40) 2,20 80 2,00 77 
on — 2,25 — — 1,93 — 
Trockensubstanz: 35,2°/o. Trockensubstanz: 35,7 °/o. 


Wie aus diesen Ergebnissen hervorgeht, wird durch eine 
vorbehandelnde Garung mit Pyrovinat eine ebensogrofe Ver- 
mehrung des Invertasesystems der Hefe hervorgerufen wie 
durch die Girung mit Zucker. 
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Uber die Léslichkeit der Aminobenzoesaure in Salzlésungen. 


Von 
Hans Euler. 





Mit einer Kurvenzeichnung. 





(Der Redaktion zugegangen am 24. Mai 1916.) 





Die kiirzlich erschienene Arbeit von Pfeiffer und 
Wirgler!) tiber die Léslichkeit von Aminosauren durch 
Neutralsalze gibt mir Veranlassung, auf Messungen hinzu- 
weisen, welche vor langerer Zeit H. Lundén?) auf meine Ver- 
anlassung mit Aminobenzoesdure angestellt hat, ebenfalls in 
der Absicht zu zeigen, «da weder die komplexe noch die 
kolloidale Natur der Eiweifkorper ihr Verhalten gegen Neutral- 
salze dem Wesen nach bestimmt», und um die Analogie fiir 
die LéslichkeitserhOhung gewisser Proteine durch Neutralsalze 
bei einer einfachen Aminosiure zu finden.*) Auf diese Messungen 
greift eine Untersuchung zuriick, welche im hiesigen Laboratorium 
im Gange ist. 

Die interessanten Ergebnisse von Pfeiffer und Wiirgler 
stehen in jeder Hinsicht mit denen von Lundén in bester 
Ubereinstimmung. Nur hat Lundén seine Untersuchung auf 
eine geringere Anzahl von Neutralsalzen ausgedehnt, statt dessen 
aber die Konzentration der Salze weitgehender variiert, sodaf 
er fiir die Mehrzahl derselben zu einem Umkehrpunkt gelangt 
ist, bei welchem die aussalzende Wirkung der Neutralsalze 
sich starker geltend zu machen beginnt. Bei hdherem Salz- 
zusatz erhalt man auch mit den meisten aliphatischen a-Amino- 
sduren eine ganz dhnliche Form der Léslichkeitskurven wie 
bei der Aminobenzoesiure. Die Ubereinstimmung mit den Er- 





1) Pfeiffer und Wiirgler, Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 128, 1916. 

*) Lundén, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 2, Nr. 11, 1905 
und Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 54, S. 564; 1906. 

*) Auf die friiheren Veréffentlichungen von Pfeiffer und Wittke 
(Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 48, S. 1041 und 1289; 1915 und 
Pfeiffer (ebenda S. 1938) bin ich infolge meiner langen Abwesenheit von 
meinem Laboratorium erst jetzt aufmerksam geworden. 
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gebnissen von Pfeiffer und Wiirgler beziiglich der Reihen- 
folge der Salze nach ihrer léslichkeitserhOhenden Wirkung geht 
am besten aus einem Vergleich ihrer beiden Figuren ihrer 
Arbeit mit den folgenden Kurven hervor. 
Lundén hat 
[sw y - | allerdings nicht, wie 
rN Pfeiffer, bei der 
graphischen Darstel- 
lung die Loslichkeit 1, 
aufgetragen, sondern 
die relative Léslich- 
keitserhéhung 
(lk—ly) : ly. Beziig- 
lich der aussalzen- 
den Wirkung macht 
sich die gleiche 
Reihenfolge bemerk- 
W + bar, welche ich be- 
lifit \  reits 1899 regel- 
mafig wiederkom- 
mend gefunden habe‘) und welche sich seither als allgemein 
giiltig erwiesen hat.?) 

Die Annahme, welche Lundén als wahrscheinlich be- 
zeichnete, daB es sich bei der Loslichkeitserhdhung der am- 
photeren Elektrolyte um doppelte Salzbildung handelt, also 
Bildung einer Verbindung vom Typus MeOOC . R- NH,Cl, diirfte 
einstweilen durch die Arbeiten von Pfeiffer bewiesen sein. 



























































‘) Euler, Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 31, S. 360, 1899. 
*) Euler, Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 49, S. 303, 1904. 


Chemisches Laboratorium der Universitat Stockholm. 

















e 
a 
i 
p| 
i 











aL AS 




















Verbindungen von Aminosauren und Ammoniak. 
VIII. Mitteilung. 


Von 


Peter Bergell. 





(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1916.) 





In den friiheren Mitteilungen war die Darstellung von 
zwei Dipeptidamiden beschrieben, dem Glycyl-d-l-Leucinamid 
und dem d-l-Alanylleucinamid. Diese Stoffe sind nur schwierig 
in gro®erer Menge erhiltlich. Bei der leichten Zugingigkeit 
des Glycinamids erschien es dagegen leichter, Amide von Dipep- 
tiden zu bereiten, in denen Glycinamid mit einer anderen 
Aminosdure peptidartig verkniipft ist. Es liefien sich nun auch 
die neuen Verbindungen a-Bromisovalerylglycinamid, a-Bromiso- 
capronylglycinamid und a-Brompropionylglycinamid in guter 
Ausbeute erhalten und sind sie jedenfalls leichter zu gewinnen 
als Brompropionylleucinamid und Chloracetylleucinamid, die 
Vorstufen der bisher erhaltenen Dipeptidamide. Bei der Ami- 
dierung jener neuen Verbindungen gestaltete sich der Veriauf 
der Reaktion jedoch ungiinstiger. Obgleich das Brompropionyl- 
glycinamid sich schon bei gewohnlicher Temperatur mit wiisse- 
rigem Ammoniak vollig umsetzt, gelang es selbst bei Ver- 
meidung aller Temperatursteigerungen nicht, ein reines Alanyl- 
glycinamid zu erhalten. Als teilweise Ursache zeigte sich die 
Bildung von kleinen Mengen 6-Methyl-2,5-Diketopiperazin, des 
Alanylglycinanhydrids, das wie die folgenden Anhydride isoliert 
werden konnte. In grdSerer Menge bildet sich bei der ent- 
sprechenden Reaktion 6-Isobutyl-2,5-Diketopiperazin, das 
Leucylglycinanhydrid, aus a-Bromisocapronylglycinamid und 
wasserigem Ammoniak, ferner Valylglycinanhydrid aus a-Brom- 
isovalerylglycinamid und alkoholischem Ammoniak. Die grdBte 
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Ausbeute an Anhydrid aber erhalt man bei der Bildung von 
Glycinanhydrid aus Chloracetylglycinamid beim Behandeln mit 
wasserigem Ammoniak. Es steht dies im Gegensatz zu dem 
Verlauf der Amidierung von Chloracetylleucinamid und Brom- 
propionylleucinamid, bei der die Neigung zur Anhydridbildung 
nicht so grof ist, daB sie die Entstehung des Dipeptidamids 
irgendwie hindert. Auer der Bildung der Anhydride scheinen 
aber noch andere Momente wie die leichtere Verseifbarkeit 
der Séureamidbindung und die geringe Krystallisationskraft des 
entstehenden Dipeptidamidsalzes obige Synthesen zu stoéren. 

Im AnschluB an diese Versuche wurde eine Reaktion 
aufgefunden, die vielleicht fiir diese Aufgaben weiterhin wichtig 
sein kann. La&t man freies Glycinamid oder besser Glycinamid- 
carbonat in wiasserig alkoholischer oder auch rein wasseriger 
Losung auf Chloracetamid einwirken, so entsteht in leidlicher 
Ausbeute eine Verbindung, die angesprochen werden muB als 
das Chlorhydrat des bereits bekannten!) Iminodiacetamids, des 


Biamids der Iminodiessigsaure 
Joly: CO: NH, 
NH, CH, CO-NH, ++ Cl. CH,-CO-NH, = HCl; NHC 
CH, - CO- NH, 
Die Verbindung ist dem in der allerersten Mitteilung 
beschriebenen Reaktionsprodukt aus Dichlordiacetamid und 


Ammoniak isomer und auferst aéhnlich, wie auch ihre Benzoyl- 
/CH, : CO - NH, 
\CH, - CO - NH, 


diglycinimid (richtiger Benzoyldiglycylamid) benannten Korper 
sehr ahnlich ist. Die Resultate der Spaltung der neuen Benzoy]l- 
verbindung scheinen jedoch wesentlich andere zu sein wie bei 
jenem Produkt. Der genaue und vollstindige Vergleich beider 
Verbindungen ist noch nicht abgeschlossen. Es ist zu hoffen, 
dafi die neue Reaktion zwischen einem a-Halogenfettséureamid 
und einem Monoaminoséureamid sich weiter ausbauen 1aBt. 
Die entstehenden Verbindungen, welche Derivate der Iminodi- 


verbindung C,H; -CO—N dem als Benzoyl- 





") Vgl. Jongkees Chemisches Zentralblatt 1908 II, S. 1997/98. 
Iminodiessigsdure und einige ihrer Derivate. 
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essigsdurereihe sind, verkuppeln sich scheinbar leicht mit 
Halogenfettséureresten. Wenigstens wurde das a-Bromiso- 
capronyliminodiacetamid aus Bromisocapronylbromid und Imino- 
diacetamid unter Verwendung von Natriumbicarbonat in gleicher 
Weise wie der obige Benzoylkorper dargestellt. Eventuell ge- 
langen wir hierdurch zu Peptidamiden, welche am tertiairen 
Stickstoffatom ein Fettsiureamid tragen. Wie weit derartigen 
Reihen von Verbindungen physiologische Bedeutung zukommt, 
bleibt allerdings abzuwarten. 


Experimenteller Teil. 


a-Brompropionylglycinamid. 


ate 
Br - CH—CO—NH - CH, - CO. NH, 
| 
CH, 


55 g salzsaures Glycinamid werden in 100 g Wasser ge- 
lost und auf — 3° abgekiihlt. Es werden 60 ccm 25°/oige NaOH 
langsam zugefiigt, wobei die ‘l'emperatur nicht tiber 0° steigt. 
Nunmehr werden in kleinen Portionen 30 g Brompropionyl- 
bromid in die — 4° kalte Fliissigkeit unter lebhaftem Schiitteln 
eingetragen. Die ganze Reaktion wird zwischen — 4° und ++ 4° 
ausgefiihrt. Darauf werden unter weiterer Kiihlung noch 20 ccm 
25°/oige NaOH eingetragen und portionsweise 20 g Bromid 
zugefiigt. Am Schluf wurden nochmals 20 ccm 25°/oige NaOH 
eingetropft. Die ganze Reaktion nimmt 1!/2 Stunden in An- 
spruch. Schon nach Zufiigen der ersten 30 g Bromid beginnt 
Krystallisation, die sich schnell vermehrt. Nachdem aller Ge- 
ruch nach Bromid verschwunden und ein leichter Blausiéure- 
geruch bemerkbar ist, wird die harte Krystallmasse scharf 
abgesogen, die feucht 43 g wiegt. Aus dem weiter gekiihlten 
Filtrat scheiden sich noch 1,2 g ab. Die vereinigten Nieder- 
schlage werden aus der 3!/2fachen Menge Alkohol umkrystal- 
lisiert. Die Ausbeute an reiner Substanz betrug 23 g = ca. 
50°/o der Theorie. 

Der Schmelzpunkt wurde zuerst bei 158—159° gefunden. 
Nach weiterem Umkrystallisieren aus heiBem Alkohol steigt er 
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auf 462° (unkorr.), wobei er konstant bleibt. Aus heiSem 
Alkohol krystallisiert die Verbindung bei sehr langsamem Er- 
kalten in herrlichen mehrere Miilimeter langen Prismen und 
Rhomboedern und ist sie ihrer Krystallisationskraft nach die 
schdnste der hier beschriebenen vier analogen Verbindungen 
des Glycinamids. Sie ist unléslich in kaltem wie siedendem 
Ather, gut léslich in hei8em Aceton und Essigester, aus welchen 
Losungsmitteln sie beim Abkiihlen wieder fast v6llig auskry- 
stallisiert. In Tetrachlorkohlenstoff und Benzol ist sie unldslich. 
Sie ist krystallwasserfrei und wurde zur Analyse im Vakuum 
liber Schwefelsiure getrocknet. 

0,1556 g Substanz gaben 17,8 ccm N (15°; 758 mm) 

0,1521 » > >» 00,1591 g CO, 

0,1521 » > >  0,0610 » H,O 

C;H,O,N,Br. Mol. 209. 


Berechnet: C 28,70°7 H = 4,30°/o N 


_ 13,39 °/o 
Gefunden: C = 28,53°/0 H = 4,45°%o N 


13,36 °/o. 


Das Brompropionylglycinamid wird von kaltem wAasserigen 
25°/oigen Ammoniak auf die Dauer leicht gelist. Bei zwei- 
tigigem Stehen gentigt die sechsfache Menge Ammoniaklosung, 
um alles Ausgangsmaterial verschwinden zu lassen. Hierbei 
entsteht auch nur wenig, héchstens 10°/o der Theorie, Alanyl- 
glycinanhydrid und eine entsprechende Menge Bromammon. 
Dies ergab eine Reihe von Versuchen, darunter auch solchen, 
bei denen nur bei gewohnlicher Temperatur gearbeitet wurde. 
Es gelang jedoch nicht, das erwartete Dipeptidamidbromhydrat 
krystallin zu erhalten. Bei der weiteren Verarbeitung der L6sung 
mit Bromcapronylbromid in gewohnter Weise wurden kry- 
stalline Verbindungen erhalten. Dieselben miissen jedoch nach 
der Analyse Gemische sein von Bromcapronylalanylglycinamid 
und Bromcapronsaureamid, welch letzteres auch als Neben- 
produkt isoliert wurde. Das Alanylglycinamid scheint daher 
aéuBerst leicht verseifbar zu sein. Bei der schdnen Krystall- 
natur des Brompropionylglycinamids und seiner leichten Um- 
setzung durch wiasseriges Ammoniak diirfte es jedoch lohnend 
sein, weitere Methoden zu erproben, um aus ihm Polypeptid- 
amide zu gewinnen. 
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Der bei den vielfachen Versuchen, das Brompropionyl- 
glycinamid in das Alanylglycinamid zu verwandeln, in geringer 
Menge (10—15°/o der Theorie) erhaltene unldsliche Ko6rper 
zeigte alle Eigenschaften des von Fischer und Otto (Chem. 
Ber., Bd. 36, S. 2106 usw.) zuerst beschriebenen Glycylalanin- 
anhydrids. Die Substanz wurde jedoch nicht analysiert. 


a-Bromisovalerylglycinamid. 


4 
Br - CH—CO—NH - CH, - CONH, 


| 
CH 


vi 
CH, CH, 


3,0 g salzsaures Glycinamid werden in 27 ccm N . -NaOH 
von 0° gelést und 4,8 g Bromisovalerylbromid eingetragen. Man 
laBt voriibergehend die Temperatur auf 10 bis 15° steigen. 
Beim Abkiihlen krystallisiert die Verbindung aus. Sie wird 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und tiber Kalk getrocknet. 
Sie ist krystallwasserfrei und schmilzt nach dem Umkrystalli- 
sieren aus verdtinntem Alkohol, aus dem sie sich in prismatischen 
Krystallen abscheidet, im Kapillarrohrchen erhitzt bei 134°. 
(unkorr.) Bei den wiederholten Darstellungen wird analog der 
beim Brompropionylbromid gegebenen Vorschrift gearbeitet, 
nur kann die Reaktion infolge der gréferen Bestindigkeit des 
Bromvalerylglycinamids bei etwas hoherer Temperatur durch- 
gefiihrt werden. Die Ausbeute betrug meist gegen 40°/o der 
Theorie. Die neue Verbindung ist in Wasser schwer léslich, 
in heiSem Alkohol leicht léslich. In Essigester, Ather und Aceton 
ist sie schwer ldslich, in Tetrachlorkohlenstoff und Benzol 
scheinbar unldslich. Zur Analyse wurde im Vakuum iiber 
H,SO, getrocknet. 

0,2014 g Substanz gaben nach Carius 0,1610 g AgBr 

0,1715 >» > >» 17,4ccm N (19°; 762 mm) 

0.1583 > > >  0,2057 g CO, und 0,0827 g H,0. 

C,H,,0,N,Br. Mol. 237. 


Berechnet: C 35,44°/o H 5,48°o N 11,81°/o Br 33,79 °/o 
Gefunden: C 35,43°/o H 5,80°%o N 11,73°%o Br 34,01 %o. 
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a-Bromisocapronylglycinamid 


Br - CH—CO—NH - CH, - CO—NH, 
cu, 
CH 
ore 
CH, CH, 

10 g Bromisocapronylbromid werden mit 2 Mol. Glycin- 
amid in der gleichen Weise wie bei der Darstellung des Brom- 
propionylglycinamids geschildert bei einer Temperatur von — 4 
bis -++ 2° zur Reaktion gebracht. Das Reaktionsprodukt scheidet 
sich gleichfalls sofort in Form mikroskopischer verfilzter Nadeln 
aus in einer Ausbeute von 10g. Die getrocknete Substanz 
schmilzt im Kapillarréhrchen erhitzt bei 99—100°. Aus der 
mehrfachen Menge verdiinnten Alkohols umkrystallisiert scheiden 
sich wieder 8 g Krystalle ab, die nunmehr bei 100—102° 
schmelzen. Die Substanz verliert auch beim Trocknen im 
Vakuum bei 60—70° kein Wasser. Zur Analyse wurde sie im 
Vakuumexsikkator tiber Schwefelséure getrocknet. 

C,H,,0,N,Br. Mol. 251. 

0,1622 g Substanz gaben 0,2277 g CO, u. 0,0876 g H,O 

0,1654 » > >» 15,6 ccm N (15°; 753 mm) 

0,2000 » > »  0,1518 g AgBr nach Carius. 
Berechnet: C = 38,2490 H = 597% N= 11,15°%o Br = 31,87%o 
Gefunden: C = 38,28°/) H = 6,049. N =11,00°%o Br = 32,25°/o 

Die Verbindung ist in kaltem Wasser sehr schwer, in 
heifem Alkohol leicht léslich. In Essigester und Aceton ist sie 
léslich, unléslich in Ather, Benzol und Tetrachlorkohlenstoff. 

Das Bromisocapronylglycinamid wird von wisserigem 
25°/oigen Ammoniak, besonders bei einer Temperatur von 40° 


und dariiber bei langerer Einwirkung umgesetzt. 


Chloracetylglycinamid 
Cl. CH, - CO—NH - CH, - CO - NH, 

Nach den bei den bisherigen Verbindungen gemachten 
Beobachtungen gelang es; auch die bereits beschriebene Synthese 
des Chloracetylglycinamids soweit zu verbessern, daf die Ver- 
bindung sich bei der Darste!lung sofort krystallin abscheidet. 
100 g salzsaures Glycinamid werden mit 75 ccm Wasser iber- 
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gossen, wobei fast alles geloést wird, und auf 0° abgekiihlt. 
Darauf werden unter starker Kiihlung 140 ccm 25°/oige eis- 
kalte Natronlauge zugefiigt. Alsdann werden 50 g Chloracetyl- 
chlorid langsam eingetragen, sodaB die Temperatur nicht tiber 
4° ansteigt. Die ganze Reaktion wird zwischen — 4° und +- 4° 
durchgefiihrt und nimmt 1 bis 11/2 Stunden in Anspruch. Die 
Reaktion ist nach Beendigung noch schwach alkalisch. Es 
scheidet sich langsam ein weifer Krystallniederschlag ab, der 
abgesogen und getrocknet wird. Ausbeute 33 g, nach dem Um- 
krystallisieren jedoch nur 14 g. Die Verbindung zeigt den 
Schmelzpunkt von 129—-130° (unkorr.) und glich im itbrigen 
der in einer friiheren Mitteilung beschriebenen Verbindung, die 
durch Chloracetylierung des Glycinamids erhalten wurde. (Diese 
Zeitschrift Bd. 64, S. 363.) Aus Aceton krystallisierte sie in 
spitzen Blattern. Eine Stickstoffanalyse ergab den verlangten 


Wert. 


Glycinanhydrid aus Chloracetylglycinamid 
Cl. CH,CO—NH - CH, .CO—NH, -++ NH, = CH, CO—NH - CH, - CO—NH 
+- Cl. NH, 

10 g Chloracetylglycinamid, nach obiger Methode darge- 
stellt, werden mit der fiinffachen Menge 25°/oigen wiisserigen 
Ammoniaks tibergossen, lebhaft geschiittelt und 48 Stunden 
stehen gelassen. Voriibergehend erfolgt véllige Lésung, darauf 
langsame Abscheidung einer Krystallmenge von 2,5 g, die sich 
als Glycinanhydrid erweisen. Sie wurde zweimal aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert, woraus sie sich als lange, derbe, 
balkenahnliche, einzelliegende Krystalle abschied. 

Die Krystalle zeigen alle Eigenschaften des Glycinanhydrids, 
das bekanntlich von Curtius und Goebel zuerst naher unter- 
sucht worden ist. (Journ. f. prakt. Chem. 37, 173 [1888]). Die 


Elementaranalyse ergab die Ubereinstimmung. 
Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Schwefelséure 





getrocknet. 
0,1426 g Substanz gaben 30,25 ccm N (21°; 766 mm) 
0,1504 g > >»  0,2340 g CO, u. 0,0708 g H,O 


C,H,O,N,. Mol. 114. 
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Berechnet: C 42,10°%. H = 5,26°% N = 24,56 
Gefunden: C 42,43 °%o H = 5,23% N = 24,45 Jo 
Das Filtrat von den 2,5 g rohen Glycinanhydrids wird im 
Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird in 6 ccm 
Wasser geldst und mit 20 ccm Alkohol versetzt. Es krystallisiert 
eine Menge von 4,5 g aus, die nach nochmaligem Umkrystalli- 
sieren noch 1,1 g betraigt. Die Krystalle sintern im Kapillar- 
rohrchen erhitzt ab 190° und schmelzen bei 195—196° zu 
einem braunen Ol. Ihre wisserige Lésung zeigt die rote Biuret- 
reaktion der Amide von Aminosduren. Eine Stickstoffanalyse 
ergab den ungefahr auf salzsaures Glycylglycinamid stimmenden 
Wert. Vo6llig rein war die Substanz sicher nicht. 


ll ll 


Valylglycinanhydrid aus Bromisovalerylglycinamid. 
Br - CH- CO—NH - CH, - CO—NH, -++ NH, 
| 


CH 
r, 
CH, CH, 





= CH—CO—NH—CH,—CO—NH +. BrNH, 
CH 
ty 

CH, CH, 

Das Bromisovalerylglycinamid wird durch wéasseriges 
Ammoniak auferst schwer angegriffen. Auch nach tagelangem 
Stehen bei 15° oder 40° ist die Substanz fast unverdndert 
wieder gewinnbar. Mit der 4- bis 5fachen Menge absoluten 
alkoholischen Ammoniaks im geschlossenen Rohr erhitzt wird 
sie dagegen umgesetzt und amidiert, respektive in das Anhydrid 
verwandelt. Nach 6 Stunden bei 104° ist die Umsetzung noch 
unvollstandig, bei 115—122° fast vollstindig. Die Produkte 


aus mehreren Versuchen wurden getrocknet und lieBen sich 
in einen wasserschwerloéslichen und wasserleichtléslichen Teil 


trennen. 

Der wasserschwerloésliche Teil ergab nach dem Um- 
krystallisieren ziemlich reines Valylglycinanhydrid. 

Die Verbindung ist aus heiBem Wasser und verdiinntem 
Alkokol umkrystallisierbar. Im Kapillarréhrchen erhitzt schmolz 
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sie bei 245° (unkorr.). Beim schnellen Abkiihlen schied sie 
sich aus heiBem Wasser in winzigen Nadeln ab. Krystall- 


wasser wurde nicht gefunden. 
Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Schwefelséiure 


getrocknet. 
0,1423 g Substanz gaben 21,7 ccm N (18°; 767 mm) 
0,1671 >» > »  0,3303 g CO, und 0,1181 g H,0. 


C,H,,0,N,. Mol. 156. 
Berechnet: C = 53,84% H = 7,69% N = 17,95%o 
Gefunden: C = 53,90°o H = 7,85°/0 N = 17,83 %%o. 


Valylglycinamid. 


BrH; NH, - CH—CO—NH - CH—CO—NH, 


| 
CH 


™ 
CH, CH, 

Der wasserleichtlésliche Teil, der bei der Amidierung 
des Bromisovalerylglycinamids erhalten wird, wird zur Trockne 
gebracht, in der vierfachen Menge heifien Alkohols gelést und 
nach dem Erkalten mit wenig Ather versetzt und liangere Zeit 
aufbewahrt. Es krystallisiert in mikroskopischen Krystallen 
eine Substanz aus, die im Kapillarréhrchen erhitzt bei 223° 
(unkorr.) schmilzt. Zur Analyse wurde bei 100° ge- 
trocknet. 

C,H.,0,N,Br. Mol. 254. 
0,1571 g Substanz gaben 0,1957 g CO, u. 0,0943 g H,O 
0,1560 » > >» 22,0 ccm N (15°; 755 mm; 33 °/oige KOH. 

Ein reichlicher Gehalt von freiem Halogen war nach- 
weisbar. 

Berechnet: C == 33,07°%o H 6,59 °/o N = 16,53°/o 
Gefunden: C = 33,90°%o H = 6,79% N = 16,43°%o. 
Die Verbindung gibt eine rein zwiebelrote Biuret- 


reaktion. 
Es liegt demnach noch nicht vollig reines bromwasser- 


stoffsaures Valylglycinamid vor. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 
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Leucylglycinanhydrid aus Bromisocapronylglycinamid. 


Br - CH—CO—NH - CH, - CO- NH, -++ NH, 





— CH—CO—NH.CH,—CO—NH + BrNH, 
cu, 
CH 
fs, 

CH, CH, 

Bromisocapronylglycinamid steht beziiglich seiner An- 
greifbarkeit durch wisseriges Ammoniak zwischen Brom- 
 yalerylglycinamid und Brompropionylglycinamid. 

Die Amidierung wurde mit wdsserigem Ammoniak im 
verschlossenen Gefaf bei 40° durchgefiihrt und nahm mehrere 
Tage in Anspruch. Darauf wurde im Vakuum zur Trockne 
verdampft und ein in Wasser schwerléslicher Anteil isoliert, 
der ungefahr 20°/o der Theorie betragt, wenn alles Amid in 
Anhydrid iibergefiihrt wire. 

Die Verbindung krystallisiert beim schnellen Abkiihlen 
in winzigen, wollig zusammen liegenden Nadeln, beim langsamen 
Erkalten in prismatischen Krystallen aus heifem Wasser oder 
Alkohol krystallwasserfrei aus. Im Kapillarréhrchen erhitzt 
schmolz sie bei 240—242° (unkorr.), nachdem sie schon etwas 
vorher sinterte. Zur Analyse wurde sie aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert und im Vakuum tiber Schwefelsdure 


getrocknet. - 


0,1579 g Substanz gaben 22,2 ccm N (18°; 768 mm) 
0,1572 » . >»  0,3218 g CO, u. 0,1167 g H,0. 
C,H,,0,N,. Mol. 170. 

Berechnet: C = 56,47°%o H = 8,23% N = 16,47°/o 
Gefunden: C = 55,83°/o H = 8,25°% N = 16,48 % 


Die Verbindung gleicht demnach dem von Fischer und 
Brunner (Liebigs Annalen der Chemie 340, 123 usw.) zuerst 
beschriebenen Leucylglycinanhydrid. 
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Iminodiacetamidchlorhydrat. 


CH, - CO: NH 
HCI: NHC , “ 
CH, - CO - NH, 


1. 10g salzsaures Glycinamid werden fein gepulvert und 
mit 100 ccm Alkohol tibergossen. Darauf werden unter Schiitteln 
10 ccm 20°/oiger Natronlauge tropfenweise zugefiigt, bis alles 
Glycinamidchlorhydrat gelést und umgesetzt ist. Ohne vom 
ausgefallenen Kochsalz abzufiltrieren, werden 8,5 g Chloracet- 
amid zugefiigt, die bei wiederholtem Schiitteln bald fast vdllig 
in Lésung gehen. Nach 24 Stunden wird filtriert und das 
Filtrat bei gewohnlicher Temperatur, zuletzt iiber Schwefel- 
siure eingedunstet und getrocknet. Der rein weifie Riickstand 
wird gepulvert, mit 50 ccm 96°/oigem Alkohol gesiedet und 
zuniachst 20 Tropfen konzentrierte Salzséure und darauf tropfen- 
weise Wasser zugefiigt, bis der Hauptteil in Lésung gegangen 
ist. Das Filtrat 1a6t bis zum anderen Tage einen krystallinen 
Niederschlag fallen, der zunachst 41/2 g betragt. Er wird in 
gleicher Weise nochmals umkrystallisiert und scheidet sich 
nunmehr in derben Krystalldrusen ab, deren Menge 2 g be- 
trug. Nach dem Trocknen tber Schwefelsdéure schmilzt die 
Verbindung im Kapillarréhrchen erhitzt bei 230—240° un- 
scharf unter Zersetzung. Die Substanz schmeckt sduerlich 
bitterlich. Sie ist in Wasser leicht léslich und in Alkohol und 
den meisten wasserfreien Lésungsmitteln unléslich. Das Produkt 
dieser Darstellung war noch nicht vollig rein. 

2. 11 g salzsaures Glycinamid werden mit 8,4 g Natrium- 
bicarbonat verrieben und mit 100 cem 75—80°/oigem Alkohol 
geschiittelt, bis Umsetzung erfolgt ist. Zum Filtrat werden 9 g 
Chloracetamid zugefiigt, die sich zum gr6Bten Teil lésen. Nach 
12stiindigem Stehen ist ein krystallinischer Niederschlag von 
ca. 3 g ausgeschieden, der im wesentlichen aus Chloracetamid 
zu bestehen schien. Niederschlag und Fliissigkeit werden zu- 
sammen auf dem Wasserbade eingedampft, wobei nur sehr 
wenig Ammoniak entweicht. Der Riickstand wird fein ge- 
pulvert und in ca. 40 cem siedenden 96°/oigen Alkohols ein- 


getragen, wobei tropfenweise ca. 5 g Wasser zugefiigt werden. 
22* 
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Es wird filtriert und zum Filtrat etwas konzentrierte Salzsiure 
und einige Tropfen Wasser gegeben. Nach 20stiindigem Stehen 
haben sich ca. 3g Krystalle abgeschieden, die, nachdem sie 
getrocknet, nochmals aus 85°/oigem Alkohol umkrystallisiert 
werden. Zum Filtrat werden wieder einige Tropfen Wasser, 
aber keine HCl gegeben. Die Verbindung krystallisiert in 
mehrere Millimeter langen, vollig geraden SpieSen und Balken, 
die sich zu groBen Rosetten und Fachern zusammenlagern. Sie 
ist krystallwasserfrei und wurde zur Analyse im Vakuum tiber 
H,SO, getrocknet. Der Schmelzpunkt wurde bei 234—236° 
(unkorr.) gefunden. 

0,1924 g Substanz gaben 0,1664 g AgCl 

01598 > > >  0,1675 » CO, u. 0,0864 g H,0 

0,1651 » . >» 35,5 ccm N (16°; 753 mm) 

C,H,,0,N,Cl. Mol. 167,5. 

Berechnet: C == 28,65°/o H = 5,97% Cl = 21,06% N = 25,09 °% 
Gefunden: C = 28,58°/, H = 6,0 % Cl = 21,03% N = 24,88 % 


2. Die Reaktion verliuft in fast gleicher Weise, wenn 
man in wiasseriger Loésung arbeitet. 

11 g salzsaures Glycinamid werden mit 8,4 g Natrium- 
bicarbonat verrieben und mit 50 ccm Wasser iibergossen und 
geschiittelt. Es entweicht reichlich Kohlenséure. Nach Lésung 
werden 9,5 g Chloracetamid eingetragen, die sich zum grofen 
Teil bald lésen. Nach 24 Stunden besteht wieder ein Nieder- 
schlag, dessen Menge auf ca. 3,5 g bestimmt wurde. Lésung 
und Niederschlag werden auf dem Wasserbade eingedampft, 
wobei sofort vollige Lésung beim Erwarmen eintritt. Es wird 
unter ganz geringer Ammoniakentwickelung zum Sirup ein- 
gedampft, der beim lingeren Stehen erstarrt. Aus 70 Alkohol 
und 15 g Wasser umkrystallisiert, wobei zum Filtrat 3 ccm 
starke Salzséure zugefiihrt werden. Nach 24 Stunden sind ca. 
2,5 g krystalliner Substanz von den verlangten Eigenschaften 
auskrystallisiert, die sofort wieder in gewohnter Weise aus 
ca. 85°/oigem Alkohol ohne Zufiigung von Salzsaéure umkrystal- 
lisiert werden. Die Ausbeute bei verschiedenen Darstellungen 
war stets gegen zwei Gramm noch nicht vollig reiner Substanz. 
Die Reaktion geht demnach auch in wisseriger Lésung vor sich 
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und setzt sich Glycinamidcarbonat und Chloracetamid zu salz- 
saurem Iminodiacetamid um. Auffallig ist die Bestandigkeit des 
Glycinamidcarbonats, jedoch ist auch die Krystallisationskraft des 
neuen Chlorhydrats auferordentlich groB und liegen die Léslich- 
keitsverhaltnisse zwecks Abtrennung von den Salzen giinstig. 
Weitere Versuche zur Hebung der Ausbeute sind im Gange. 


Benzoyliminodiacetamid. 


C,H,CO—NY viiinlineatiiaia 
NCH, - CO - NH, 

2,0 g salzsaures Iminodiacetamid werden in 7 ccm Wasser 
gelést und mit einer Aufschwemmung von 1,2 g Natrium- 
bicarbonat in 8 ccm Wasser versetzt. Es wird mit Eiswasser gut 
abgekiihlt und unter stetem Schiitteln abwechselnd ca. 11/2 Mole- 
kil = 1,2 g Natriumbicarbonat und 1,1 Molekiil = 1,6 g Ben- 
zoylchlorid hinzugegeben. Dabei verschwindet der Geruch des 
Sdurechlorids schnell. Die Benzoylierung war bei Anwendung 
obiger Mengen in !/4 Stunde fast beendet. Es scheidet sich 
ein voluminéser weifer Niederschlag ab, der die Fliissigkeit 
erfiillt. Es wird abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser gewaschen 
und scharf abgeprefit. Das Filtrat wird nochmals mit der 
gleichen Menge Benzoylchlorid wie beschrieben zur Reaktion 
gebracht. Die.erhaltenen Niederschlige werden vereinigt, mit 
kaltem Wasser gewaschen und nach dem Erkalten einmal aus 
heifiem Alkohol umkrystallisiert, aus dem die Verbindung beim 
Erkalten als rein weifie Masse sich abscheidet, die aus mikro- 
krystallinen Nadeln, die sich garbenartig vereinen, besteht. Im 
Kapillarréhrchen erhitzt schmolz die Substanz bei 225—227° 
(unkorr.). Ausbeute ca. 2g. Die Substanz ist in heiBem Alkohol 
léslich, schwerléslich in Ather, Aceton und Benzol. Zur Analyse 
wurde im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 

N,,H,,0,N,. Mol. 235. 


0,1022 g Substanz gaben 15,8 ccm N (22°; 760 mm) 
0,1384 >» > »  0,2823 g CO, und 0,0697 g H,0. 


Berechnet: C = 56,17°%o H = 5,53°% WN 17,87 °/o 
Gefunden: C = 55,70% H = 5,60% N 17,61 °/o. 


ll ll 
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a-Bromisocapronyliminodiacetamid 


CH, «CO + NH, 
Br . CH—CO——__N 
| NCH, - CO NH, 


CH, CH, 

Bromisocapronylbromid wird in derselben Weise wie beim 
vorstehenden Benzoylkérper beschrieben mit Iminodiacetamid- 
carbonat zur Reaktion gebracht. Als Ausgangsmaterial dienten 
2 g Iminodiacetamidhydrochlorat. Die neue Verbindung schied 
sich sofort schwerldéslich aus und wurde einmal aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert, wobei 1 g krystalline Substanz erhalten 
wurde. Im Kapillarréhrchen erhitzt schmolz sie bei 108—110° 
(unkorr.). Zur Analyse wurde sie im Vakuum tiber Schwefel- 
siure getrocknet. Krystallwasser war nicht nachweisbar. 


0,1925 g Substanz gaben nach Carius 0,1094 g AgBr 

0,1610 » . >» 17,7 ccm N (19°; 768 mm). 

0,1674> >» >  0,2255 g CO, und 0,0879 g H,0. 

C,oH,,0,N,Br. Mol. 308. 
Berechnet: Br = 25,97 N = 13,63%  C = 38,96% H = 5,84%o 
Gefunden: Br = 24,21 N = 12.79% C = 36,74% H = 5,83% 
Die gleichmaéfig zu geringen Werte zeigten sich durch 

Aschegehalt erklart. Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert 
scheidet sich die Verbindung in fast rechteckigen Tafeln ab. 
Durch wasseriges Ammoniak wird sie sehr langsam angegriffen. 
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Der Nachweis des Selens im Knochen- und Zahngewebe. 


Von 


Th. GaBmann, Ziirich. 





(Der Redaktion zugegangen am 24. Mai 1916.) 








Selen ist bekanntlich eines der selten vorkommenden 
Elemente. Sein Vorhandensein als Metall und Metalloid, seine 
allotropen Modifikationen, seine elektrische Leitfahigkeit, seine 
Lichtempfindlichkeit lassen ihm einen Platz im Organismus 
anweisen, der ohne Zweifel fiir das Studium der Lebensvorgiinge 
von allergéSter Bedeutung sein wird. Ebenso wie in der Natur 
findet sich das Selen im Knochen- und Zahngewebe nur in 
geringer Menge vor. Zu seiner endgiiltigen Feststellung bedurfte 
es deshalb und insbesondere auch der anfanglichen Schwierig- 
keiten wegen, dasselbe in der Knochenasche zu erkennen, einer 
bedeutenden Menge von Knochen und Zahnmaterial und ist 
auch in der Folge die Anhaufung solchen Materials fiir die 
weitere Untersuchung von eminentem Vorteil. Ich méchte 
deshalb an dieser Stelle Herrn Dr. med. G. A. Stoppany, 
Professor an der zahnarztlichen Schule der Universitat Ziirich, 
fiir seine wertvollen Dienste, die er mir durch Zuwendung von 
reichlichem Zahnmaterial erwies, meinen verbindlichsten Dank 
aussprechen. Ob dieses Element nur im Knochen und Zahn- 
gewebe oder auch in den nahe verwandten Organen, wie Haut, 
Nageln und Haaren, eventuell auch im Blut eine Rolle spielt, 
mu8 vorerst noch untersucht werden. 

Einige Schwierigkeit bietet vor der Hand seine quanti- 
tative Bestimmung. Dies ist wohl versténdlich, wenn wir in 
Betracht ziehen, da& das zu gewinnende Selen in kaum fab- 
barer Menge vorhanden ist, auBerdem dieses mit einer Reihe 
von Aschenbestandteilen vermischt ist, die fiir den Gang der 
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quantitativen Analyse von nachteiligem Einflusse sein kénne. 
Es ist dies auch der Grund, warum ich heute noch keine 
Selen-Werte beigefiigt habe, ehe und bevor ich eine Methode 
ausgearbeitet habe, die bequem und sicher die quantitative 
Bestimmung dieses Elementes vornehmen laft. 

Die Farbe der gut veraschten Knochen- oder Zahnsub- 
stanz ist rein weiB; sie bietet absolut keine Anhaltspunkte, 
daB ein solches Element darin vorhanden ist. Lost man aber 
die Asche in Kénigswasser und verdampft die itiberschiissige 
Saure, so fallt dem damit Arbeitenden die gelb-griine Farbe 
der Lésung auf, die auf Zugabe von wenig Wasser plotzlich 
verschwindet. Die naimliche Erscheinung tritt iibrigens auch mit 
dem kauflichen Selen zutage. 

Dadurch, daB es mir gelang, den in der Lésung durch 
Schwefelwasserstoff bewirkten, braunen Selen-Niederschlag in 
die entsprechende Selensaure H,SeO, bezw. selenige Séure H,SeO, 
iiberzufiihren, konnte ich mit dieser den fiir Selen maBgebenden 
Nachweis: «Reduktion der selenigen Séure mittels Zinnchloriir 
zu Selen» durchfihren. 

Der groBe Vorteil der von mir ausgearbeiteten Methode 
zur qualitativen Bestimmung des Selens besteht darin, daf mit 
derselben auf erst geringe Mengen von Selen in jedem Substanz- 
gemisch mit Sicherheit nachgewiesen werden kOnnen; sie ist 
geeignet, besonders fiir diesbeziigliche Untersuchungen auf 
physiologisch chemischem und medizinischem Gebiet wertvolle 


Dienste zu leisten. 


Experimenteller Teil. 


Nachweis des Selens im Knochen- und Zahngewebe. 


Erste Versuche, das Selen nachzuweisen, werden am 
besten mit Ziahnen durchgefiihrt. Bei einiger Ubung la8t sich 
dann das Experiment auch mit dem Knochen vornehmen. Nur 
soll man darauf Bedacht nehmen, anfangs mdglichst fettarme 
Rippenknochen zu verwenden. Die mit Ather gereinigten und 
gut gepulverten Zihne oder Knochen werden im Platintigel so 
lange gegliiht, bis die Asche rein wei erscheint. Etwa 50g 
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Asche werden in Koénigswasser geldst, die tiberschiissige Saéure 
verdampft und die Losung mit Wasser stark verdiinnt. Unter 
fortwahrendem Erwarmen der Lésung wird nunmehr 2—3 
Stunden lang Schwefelwasserstoff eingeleitet und der langsam 
sich bildende, aufierst feine, braune Selen-Niederschlag iiber 
Nacht stehen gelassen. Der‘abfiltrierte und mit kaltem Wasser 
ausgewaschene Niederschlag — als Filter verwendet man am 
besten immer schwedisches Filtrierpapier — wird in wenig 
Ammoniak und einigen Tropfen Ammonsulfid durch Erwarmen 
auf dem Wasserbade gelést. — Am geeignetesten geht man, 
da der Niederschlag gering ist und am Filter haftet, so vor, 
da8 man das Filter samt Niederschlag in eine Krystallisier- 
schale bringt, mit etwas Ammoniak und Ammonsulfid tiber- 
schichtet und erwarmt, bis der Niederschlag sich aufgelést hat. 
— Das in Léosung befindliche Selen wird nach dem Ent- 
fernen des Filters durch Zugabe eines starken Uberschusses 
von konzentrierter Chlorwasserstoffsiure unter gleichzeitigem 
Erwérmen wieder ausgefallt. Der sich hierbei bildende Nieder- 
schlag kann zuweilen aus roten Flocken bestehen. Gewohnlich 
aber ist er beim Filtrieren, das nach etwa 5 Stunden erfolgt, an- 
fainglich hellgelb, spéter infolge Einwirkung des Luftsauerstoffes 
braun. Auch dieser Niederschlag wird mit kaltem Wasser gut 
ausgewaschen — in der Regel wird hierbei etwas Selen ge- 
lost — und Filter samt Niederschlag in einem Becherglase 
durch Uberschichten mit rauchender Salpetersiure und Er- 
wirmen auf dem Wasserbade gelést. Wird der nunmehr zu 
entfernende Saureiiberschu8 vorsichtig bis auf einen kleinen 
Rest eingedampft, so erhadlt man nach dem Erkalten des 
Riickstandes die Selensiure in schénen farblosen Krystallen, 
anderenfalls bleibt eine weife, krustenartige Masse zuriick. 
In jedem Falle wird der Riickstand bezw. die Selensiure 
zur Uberfiihrung in die selenige Saure etwa 15 Minuten mit 
verdiinnter Chlorwasserstoffsiure gekocht, die Lésung nach 
dem Erkalten mit einer wisserigen Zinnchloriirlésung ver- 
setzt, wobei sich nach einiger Zeit das Selen infolge Re- 
duktion der selenigen Séure als rotbrauner, feiner Nieder- 
schlag abscheidet. Sollte der Niederschlag sehr gering sein, 
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so daf er kaum bemerkt werden kann, dann bringt man den- 
selben auf ein Filter, woselbst er sofort an seiner rotbraunen 
Farbenwirkung zu erkennen ist. 

Zuweilen kann man die Beobachtung machen, daB8 trotz 
langerem Einleiten von Schwefelwasserstoff nicht alles Selen 
ausgefallt wird, was nach dem Abscheiden der Phosphorsaure 
und Versetzen des Filtrates mit Ammonsulfid deutlich zum 
Ausdruck kommt. Der hierbei entstehende Niederschlag ist 
gelblichweif, lést sich leicht in verdiinnter Chlorwasserstoff- 
siure und kann mit Natriumhydroxyd wieder ausgefallt werden. 
Letzterer ist wei, farbt sich an der Luft wahrscheinlich in- 
folge Aufnahme von Sauerstoff bald braun. Die Uberfiihrung 
des durch Natriumhydroxyd bewirkten Niederschlages in die 
Selensiiure ergibt sich aus dem Vorhergegangenen. 





























Versuche zum Nachweis von Garungsenzymen im Tierkérper. 
Von 
Beth und Hans Euler. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1916.) 








Nachdem der eine von uns die Méglichkeit erwogen hat, 
daB die Zuckerspaltung im Tierk6rper nicht durch Vermittlung 
eines einzigen Organes, sondern stufenweise in-mehreren Or- 
ganen verlauft und also jedesmal eine der Reaktionsphasen 
der Zuckerspaltung durchlaufen wird,!) haben wir unter anderem 
Versuche dariiber angestellt, welche Organe die Spaltung der 
Brenztraubenséure bewirkt und also ein der Neubergschen 
Carboxylase nahestehendes oder mit ihr identisches Enzym 
enthalt. 

Unsere diesbeziiglichen Versuche sind keineswegs abge- 
schlossen, aber wir teilen einige unserer Ergebnisse hier mit, 
da der eine von uns fiir einige Zeit verhindert ist, die Unter- 
suchung fortzusetzen. 

Die Tatsachen, die wir mitteilen wollen, sind folgende: 

Verteilt man ganz frische Leber von Rind fein und 
schlammt 4 g davon in 20 ccm einer Lésung auf, welche 0,7 g 
brenztraubensaures Natrium enthalt, und setzt 1 ccm Toluol zu, 
so tritt nach einiger Zeit Gasentwicklung ein. Diese Gas- 
entwicklung rihrt sicher von der Spaltung des Natriumpyro- 
vinates her, was dadurch bewiesen wird, daB Parallelversuche, 
welche mit den gleichen Lebermengen und gleichem Toluol- 
zusatz teils mit Wasser, teils mit 2,5°/oiger Glukoselésung 
angesteilt wurden, keine oder nur unbedeutende Gasentwicklung 
ergaben. Wir fiihren beispielsweise folgenden Versuch an: 

Die Zahlen sind Mittelwerte aus je 2 Parallelversuchen; 
sie geben die Kubikzentimeter Gas an, welche unter den ge- 
wahlten Versuchsbedingungen bei Atmospharendruck iiber Queck- 
silber erhalten wurden. 





’) Euler und Funke, Diese Zeitschr., Bd. 77, S. 488, 1916. 
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4 g Leber + '/s ccm Toluol. 











Stunden _— | 7 20 com 3,5 °%/oige| 4-20 ccm 2,5°%oige| = -+- 20 ccm 
7 Na-Pyrovinatlésg. | Glukoselésung Wasser 
12 14,5 6 42 
18 22,5 7,2 4,7 
a 31 7,5 5 
48 32,7 7,5 52 
60 33 7,5 P 








Drei weitere, gleichartige Versuchsreihen mit entsprechen- 
den Parallelversuchen gaben ganz gleichartige Resultate. 

Die Deutung dieser Versuche wird dadurch erschwert, daB 
Brenztraubensaure, bezw. ihr Alkalisalz von vielen Bakterien unter 
Gasentwicklung gespalten wird, wie zuerst Karczag und seine 
Mitarbeiter‘) in einer Reihe interessanter Arbeiten gezeigt haben. 

Daf in oben angegebener Gasentwicklung auch Bakterien 
mitgewirkt haben, wird dadurch nahegelegt, dai das Gas bei 
den Versuchen mit Pyrovinat nur zur Halfte aus CO, bestand, 
wiahrend der Rest im wesentlichen als Wasserstoff angesprochen 
werden konnte, entsprechend den Ergebnissen von Karczag. 

Da wir bei unseren Versuchen stets relativ bedeutende 
Mengen Toluol den Lésungen zugesetzt hatten — fiir gentigende 
Mischung wurde stets gesorgt —, so geht aus unseren Ver- 
suchen hervor, dai die unser Material infizierenden Bakterien 
auch in Gegenwart von Toluol ihre spaltende Wirksamkeit auf 
Brenztraubensdure austiben, wie dies Neuberg an Hefe bereits 
vor langerer Zeit konstatiert hat. 

Es fragt sich nun, ob die gesamte Gasentwicklung von 
der bakteriellen Spaltung herstammt. 

Wir sehen zur definitiven Beantwortung dieser Frage zwei 
Moglichkeiten: Die eine besteht in Experimenten, welche unter 
Ausschlu8 wirksamer Bakterien angestellt werden; derartige 
Arbeiten sind aber zweifellos mit erheblichen Schwierigkeiten 
verkniipft. Die andere besteht im Studium der im betreffenden 
tierischen Material vorkommenden Bakterien und ihres Ver- 
haltens zu antiseptischen Mitteln. 





1) Karczag und Mitarbeiter, Biochem. Zeitschr., Bd. 55, S. 79, 
1913; Bd. 70, S. 317 u. 325, 1915. 
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Wir haben uns einstweilen darauf beschrinken miissen, 
nachzuweisen, daf bei analogen Versuchen, bei welchen Leber 
durch andere tierische Organsubstanz ersetzt wird, eine der 
obigen entsprechende Entwicklung von CO, nicht eintritt. 


4g zermahlene Niere + 1ccm Toluol. 37°. 























20 ccm 3,5 °/o ige Na-Pyrovinat- 
‘ial lésung 20 ccm Wasser 
1. Versuch|2. Versuch!3. Versuch/1. Versuch|2. Versuch '3. Versuch 
1,5 1,5 15 | 05 05 | O06 0,5 
5 5,5 8.5 1,5 1,5 0,5 1,0 
22 7 27 3 2.0 2.0 2.0 
31 8.5 35 3 20 2.0 2,0 
46 8 40 2.5 is | 18 2.0 














Beim zweiten Versuch war offenbar eine ungewohnlich 
starke Bakterieninfektion eingetreten. Indessen ist hervor- 
zuheben, daB héchstens 2 ccm CO, bei diesem Versuch ent- 
wickelt wurden. Die CO,-Entwicklung bei den Parallelversuchen 
1 und 3 mit Pyrovinat war minimal. 

In ahnlicher Weise wie Niere scheint sich Pankreas von 
Rind zu verhalten. 

Es ergibt sich also zunidchst, da Brenztraubenséure 
in Gegenwart von Rinderleber in anderer Weise gespalten wird 
als in Gegenwart anderer Organe, wie Niere oder Pankreas. 

Man k6nnte dies fiir einen Anhaltspunkt daft ansehen, 
daB bei den Versuchen mit Leber neben der Bakterienspaltung 
gleichzeitig eine Spaltung durch ein der Leber eigentiimliches 
Gérungsenzym, eine Carboxylase, eintritt. 

Einen Beweis hierfiir liefern, wie wir betonen wollen, 
unsere bis jetzt ausgefiihrten Versuche nicht. Es ist néimlich 
keineswegs ausgeschlossen, daB mit der Leber andere Bakterien 
in die Pyrovinatlésung eingefiihrt wurden, als mit Niere und 
Pankreas, und zwar Bakterien, welche aus Brenztraubensaure 
CO, abzuspalten imstande sind. 

Anderseits halten wir die gewonnenen Ergebnisse fiir 
interessant genug, um uns weiter eingehend mit der Verfolgung 
dieser Versuche zu beschaftigen. 











Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. 
Von 


Hartwig Franzen. 
X. Mitteilung.?) 


Uber die Bildung und Vergarung von Ameisensaure durch 
Bacterium coli commune. 


Von 
Hartwig Franzen und Heinrich Kahlenberg. 





(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1916.) 





In einigen friiheren Mitteilungen untersuchte der eine 
von uns gemeinschaftlich mit F. Egger?) den quantitativen 
Verlauf der Ameisensauregarung durch mehrere farbstoffbildende 
Bakterienarten. Es zeigte sich, dai die Werte sich nicht voll- 
stiindig reproduzieren lieBen, was auf eine Anderung des physio- 
logischen Zustandes der Bakterien, bedingt durch ihre Weiter- 
ziichtung auf kiinstlichen Néahrbéden, zurtickgefiihrt werden 
konnte. Besonders unangenehm war diese Veranderlichkeit bei 
der Untersuchung des Néhrwertes verschiedener Zuckerarten 
und Aminosauren, da natiirlich nur dann direkt vergleichbare 
Werte erhalten werden, wenn der physiologische Zustand langere 
Zeit unverindert bleibt. 

Dieser stérende Faktor konnte voraussichtlich ausge- 
schaltet werden, wenn die als Untersuchungsobjekt dienenden 
Bakterien vor jedem Versuch unter gleichen Bedingungen ihrem 
natiirlichen Standort entnommen wiirden. Aus diesem Grunde 
wurde zuniachst untersucht, ob die aus verschiedenen Standorten 





1) 9. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 90 (1914), S. 321. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 79 (1912), S. 177; Bd. 88 (1913), S. 226; 
Bd. 88 (1913), S. 73; Bd. 90 (1914), S. 311. 
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isolierten Stémme von Bacterium coli commune sich gegeniiber 
Ameisensdure gleich verhielten. 

Als Niahrfliissigkeit diente wieder die von Hartwig 
Franzen und F. Egger’) bei der Untersuchung der drei farb- 
stoffbildenden Bakterienarten verwendete. Bei der Bereitung 
des Nahrbodens wurde nicht wie friiher das gewohnliche de- 
stillierte Wasser des Laboratoriums benutzt, da dieses unter 
Umstiainden Spuren von Kupfer enthalten kann; es wurde zur 
Reinigung noch einmal aus GlasgefiafSen destilliert. 

Die Garungsversuche wurden in folgender Weise ange- 
setzt: Von frischen Faeces wurde ein Stiick von HaselnuBgréBe 
in ein steriles Reagenzglas mit Watteverschluf gebracht, im 
Laboratorium eine Ose voll in Nahragar verriihrt, in der iiblichen 
Weise weiter verdiinnt, Platten gegossen und 24 Stunden bei 
37° stehen gelassen. Von zwei Kolonien, die das Aussehen 
von Colikolonien hatten, wurden dann Strichkulturen angelegt, 
24 Stunden bei 37° gehalten, von dem Bakterienmaterial je 
eine 2mm weite Platindse voll in zwei Reagenzgliser mit 
10 ccm der Nihrlésung (ohne Ameisensaure) eingetragen und 
24 Stunden bei 37° gehalten. Mit je 5 ccm der so gewonnenen 
Kulturen wurden dann 20 Kolben?) mit 95 ccm Nahrlésung, 
die das gesamte ameisensaure Natron, aber nur 95°/o der 
sonstigen Salze enthielt, geimpft. Die Kolben waren dann 
mit 100 ccm Nahrlésung der gewiinschten Zusammensetzung 
und annahernd der gleichen Bakterienzahl beschickt. Die 
Kolben wurden dann in Ostwaldsche Thermostaten gestellt, 
nach 24, 48 usw. Stunden 4 Kolben herausgenommen und die 
Ameisensdure nach der friiher angegebenen Methode bestimmt. 

Es wurden also aus jedem Faecesmaterial 2 Colistimme 
isoliert und getrennt untersucht. Um sicher zu sein, dai die 
isolierten Kulturen auch wirklich Bacterium coli commune 
waren, wurden sie jedesmal einer eingehenden mikro- und 
makroskopischen Priifung unterzogen. | 

Anfangs wurden Versuchsreihen mit einigen schon lian- 
gere Zeit fortgeziichteten Colistémmen angesetzt, um das Ver- 





) Diese Zeitschr., Bd. 79, S. 179, 1912. 
*) Chemiker-Ztg., 1911, Nr. 108. 
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halten des Bakteriums gegeniiber dem Nahrboden kennen zu 
lernen. Zunachst wurde ein von Kral in Prag bezogener Stamm 
bei 27° untersucht. 

Wir geben hier nur die Mittelwerte aus 4 verschiedenen 
Versuchsreihen. Das ausfiihrliche Zahlenmaterial findet sich 
in der Dissertation!) des einen von uns. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 11,15 °/o 
2 Tagen 9,44 %/o 
3 » 8,05 °/o 
4 - 7,85 °/o 
5 5,85 °/o. 


Unter den gewihlten Bedingungen wird durch Bacterium 
coli zunichst eine erhebliche Menge Ameisensaure gebildet, 
dann setzt am zweiten Tage eine langsame Vergiarung ein, 
welche bis zum fiinften Tage anhalt. Die Zahlen sind vielleicht 
so zu deuten, daB Ameisenséurebildung und -vergirung neben- 
einander herlaufen; am ersten Tage iiberwiegt die Bildung, 
wahrend der folgenden die Vergarung. 

Derselbe Stamm wurde auch bei 37° untersucht. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensadure 
1 Tag 12,09 °/o 
2 Tagen 10,79 °/o 
3 > 10,66 °/o 
4» 10,52 °/o 
5 > 7,50 °/o. 


Das Garungsbild ist bei 27° und bei 37° fast dasselbe. 
Die Menge der wiahrend des ersten Tages gebildeten Ameisen- 
siure ist bei 37° etwas grdfer als bei 27°. Dagegen setzt 
die Vergiirung bei 27° etwas kraftiger ein und schreitet auch 
rascher fort. 

Weiter wurde eine Versuchsreihe mit einem aus dem 
pathologischen Institut der Universitat Heidelberg bezogenen 
Colistamm bei 37° angesetzt. 


') Heinrich Kahlenberg, Uber die Bildung und Vergarung von 
Ameisensaure durch Bacterium coli commune. Inaug. Diss., Heidelberg 1911. 
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Mittelwerte. 


Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 11,92 %/o 
2 Tagen 11,73 °/o 
3 >» 10,16 °/o 
4 » 12,25 °/o 
5 > 8,72 9/0. 


Das Girungsbild ist bei beiden Colistimmen annéhernd 
dasselbe. In beiden Fallen zeigt sich am fiinften Tage ein 
plétzliches Ansteigen der Vergérung. Sonst stimmen die Zahlen 
nur annahernd iiberein. 

Die folgenden Versuche wurden alle bei 37° ausgefiihrt. 

Die Versuche mit dem von Kral bezogenen Colistamm 
wurden nach dreimonatlicher Pause wiederholt, um zu sehen, 
ob sich sein physiologischer Zustand durch wiederholtes Um- 
impfen wesentlich andert. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 13,45 °/o 
2 Tagen 12,45 °/o 
3 >» 11,62 °/o 
4 >» 12,57 Vo 
5» 11,59 °/o. 


Die Unterschiede gegeniiber den friiheren Werten sind 
nicht erheblich. Die Menge der gebildeten Ameisensaure ist 
etwas gréBer; ferner fehlt auch die pl6étzliche Zunahme der 
Vergarung wahrend des finften Tages. Es scheint also inner- 
halb der drei Monate eine geringe Anderung des physiolo- 
gischen Zustandes eingetreten zu sein. 

Der nachste Versuch wurde mit einem Colistamm aus 
dem Stuhl eines 31ijaéhrigen gesunden Mannes_ ausgefiihrt. 
Sein kulturelles, morphologisches und biologisches Verhalten 
war fiir Bacterium coli typisch, nur gab der eine Stamm eine 
sehr schwache Indoireaktion. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensiure 
1 Tag 14,38 °/o 
2 Tagen 13,85 °/o 
3» 13,87 °/o 
4 » 13,20 jo 
5 > 11,88 %0. 
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. Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 18,03 °/o 
2 Tagen 16,64 °/o 
3 > 16,19 %/o 
4 » 15,74 °/o 
5 > 15,80 °/o. 


Die aus den beiden Kolonien entnommenen Stimme 
zeigen ein etwas abweichendes Verhalten. Die Bakterien des 
einen geben annahernd dasselbe Garungsbild wie die friiheren 
auch, nur sind die Zahlen etwas hoher. Die der anderen bilden 
bedeutend mehr Ameisensaure; letztere gaben die schwache 
Indolreaktion. 

Die Versuche wurden wegen des abweichenden Ver- 
haltens der beiden Stémme mit Material gleicher Herkunft 
nach 3 Monaten wiederholt. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensaure 
1 Tag 15,30 °/o 
2 Tagen 13,68 °/o 
3 >» 12,53 Jo 
4 » 12,02 °/o 
5 > 11,96 %Jo. 


Die Versuchsreihen mit den Stémmen aus 2 verschiedenen 
Kolonien zeigten diesmal gute Ubereinstimmung. 

Weiter wurden Versuche mit einem Bacterium coli aus 
dem Stuhl eines vierjaéhrigen Madchens angesetzt. Der Stamm 
zeigte ein fiir Bacterium coli typisches Verhalten. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 15,67 °/o 
2 Tagen 13,88 °/o 
3» 12,82 °/o 
4 » 12,60 °/o 
5 » 13,90 °/o. 


Dieser Stamm zeigt annihernd dasselbe Garungsbild wie 


die friiheren auch. 
Dieser Stamm wurde in Form einer Strichkultur 6 Wochen 


bei 37° aufbewahrt und wahrend dieser Zeit fiinfmal umgeimpft, 
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um zu sehen, ob sich sein physiologischer Zustand dadurch 
wesentlich andert; sein Aussehen war dasselbe geblieben. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensaure 
1 Tag 15,23 °/o 
2 Tagen 15,01 °/o 
3 > 14,15 °/o 
4 >» 12,98 °/o 
5 >» 11,84 °/o. 


Der physiologische Zustand hat sich etwas, aber nicht 
wesentlich gedndert. 

Weiter wurden Versuche mit einem Colistamm aus dem 
Stuhl eines 31/2jaéhrigen Knabens angestellt. Auch dieser Stamm 
zeigte das typische Verhalten von Bacterium coli. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensaure 
1 Tag 15,84 °/o 
2 Tagen 14,69 °/o 
3 >» 12,58 %/o 
4 » 11,44 °/o 
5 » 11,15 °/o. 


Weiter wurde versucht, aus dem Stuhl eines 36 Stunden 
alten Kindes Bacterium coli zu isolieren. Der Stuhl war schwarz- 
braun und zahe, also noch meconiumhaltig. Die Agarplatten 
gingen gut an; es war nur eine Art von Kolonien zu bemerken; 
auf der Oberfliche grauweife saftige Flecken, die nur langsam 
wuchsen; im Innern der Platte kleine Punkte. Der eigentiim- 
liche Glanz der Colikolonien war nur bei einzelnen ganz schwach 
zu bemerken. Auf der Gelatineplatte zeigten sich am dritten 
Tage wenig charakteristische, grauweiBe, runde Kolonien von 
verschiedener Gréfe, welchen der fiir Bacterium coli cha- 
rakteristische gelappte Rand fehlte. Am vierten Tage trat bei 
allen Kolonien Verfliissigung ein, die sehr schnell um sich 
griff. Eine coliihnliche Kolonie war nicht zu finden. Trotzdem 
wurden auf der Agarplatte zwei, die mit denen des Bacterium 
coli noch die gréfte Ahnlichkeit zeigten, ausgewahlt, Strich- 
kulturen angelegt und Garungsversuche angesetzt. 

23* 
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~ 1. Ein mit Fuchsin gefarbtes Praparat zeigte kurze dicke 
Stibchen mit abgerundeten Ecken, die zum Teil fast rund 
waren; sie waren entweder zu kurzen Ketten vereinigt oder 
lagen in Klumpen zusammen; langere Ketten waren nicht zu 
erkennen. Im hangenden Tropfen war keine Eigenbewegung 
zu beobachten. 

2. Auf Kartoffeln entwickelte sich ein saftiger erbsen- 
gelber Belag, der von der Wachstumsform des Bacterium coli 
auf dem gleichen Material nicht zu unterscheiden war. 

3. Milch war nach 3 Tagen geronnen. 

4. Indol war nicht nachzuweisen. 

5. In Traubenzuckeragar und -gelatine bildete sich auch 
bei achttaégigem Stehen kein Gas; die Gelatine war lings des 
Striches verfliissigt. 

6. Nitrit war nach 4 Stunden deutlich nachweisbar. 

7. Tryptophan und Kreatinin konnten nicht aufgefunden 
werden. 

8. Neutralrotagar, welcher nach Rotherberg!) von 
Bacterium coli in einen schmutziggriinen Farbstoff verwandelt 


wird, blieb unverindert. 


Nach sind vergoren Ameisensdure 
1 Tag 1,06 °/o 
2 Tagen 0,38 °/o 
3 >» 0,37 %o 
4 » 0,52 %/o 
5 » 0,49 °/o. 


In dem Bacterium liegt also sicher kein Bacterium coli vor. 

Auch aus dem Stuhl eines 6 Tage alten Brustkindes 
konnte kein Bacterium coli isoliert werden. 

Auf der Agarplatte waren zwei verschiedene Arten von 
Kolonien zu bemerken. Einige zeichneten sich schon nach zwanzig 
Stunden durch ihre GroBe aus; sie farbten sich bald orangerot. 
Die anderen Kolonien waren wei’, und im durchfallenden Lichte 
gelblich schimmernd. Auf Gelatine zeigten sich ganz dhnliche 
Wachstumserscheinungen; auch hier waren typische Colikolonien 
nicht zu erkennen; nach dem vierten Tage war vollstindige 





') Zentralblatt f. Bakter., Bd. 24, S. 515, 1898; Bd. 25, S. 15, 1899. 
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Verfliissigung eingetreten. Es wurden wieder 2 Kolonien, die 
denen des Bacterium coli noch am meisten glichen, abgeimpft 
und untersucht. 

Im gefiarbten Praparat zeigten sich kleine, fast runde 
Bakterien, die meist in Haufen zusammenlagen, aber auch 
verschiedentlich kurze Ketten bildeten. Im hangenden Tropfen 
war keine Eigenbewegung zu erkennen. Wahrscheinlich lag 
eine der schon von Escherich beschriebenen Coccenarten, 
Streptococcus coli gracilis oder Streptococcus coli brevis, vor. 

2. Auf Kartoffeln bildete sich nur ein diinner schwach 
gelber Uberzug. 

3. Milch gerann nur langsam nach 6—7 Tagen. 

4. Indol, Kreatinin und Gasbildung in Traubenzuckeragar 


waren nicht festzustellen. 
5. Nitrit war nach 4 Stunden deutlich nachweisbar. 


Nach sind vergoren Ameisensidure 
1 Tag 0,30 °/o 
2 Tagen 0,10 °/o 
3» + 0,13 %/o 
4 » 0,56 °/o 
5 >» -++- 0,08 °/o. 


Es lag also auch hier sicher kein Bacterium coli vor. 

Als weiteres Untersuchungsmaterial diente ein Colistamm 
aus dem Stuhl eines 11 Wochen alten Kindes, welches mit 
Kuhmilch ernahrt wurde. Dieser Stamm zeigte das typische 
Verhalten von Bacillus coli commune. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 18,43 °/o 
2 Tagen 17,48 °/o 
3» 16,42 °/o 
4 >» 16,75 °/o 
5» 16,50 °/o. 


Bei diesem Colistamm zeigt sich wieder das typische 
Garungsbild, die Werte sind nur im allgemeinen etwas hoéher 
als die friiheren. Bacterium coli commune scheint in den ersten 
Tagen nach der Geburt im Darm des Kindes nicht aufzutreten. 
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Als nachstes Untersuchungsobjekt diente ein Colistamm 
aus den Exkrementen einer Kuh. Der Stamm zeigte das typische 
Verhalten von Bacterium coli commune. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensaure 
1 Tag 14,41 °/o 
2 Tagen 12,42 °/o 
3 > 11,46 °/o 
4 >» 11,52 °/o 
5 > 12,75 %/o. 


Die Werte sind annihernd dieselben wie bei den friiheren 


Staémmen auch. 

Weiter wurde ein Colistamm aus den Exkrementen eines 
Hundes untersucht. Auch dieser Stamm zeigte die typischen 
Reaktionen von Bacterium coli commune. 


Mittelwerte. 
Nach sind gebildet Ameisensdure 
1 Tag 14,35 %/o 
2 Tagen 13,57 °/o 
3 >» 12,04 °/o 
4 » 12,02 °/o 
> * 12,02 %/o. 


Auch hier ist das Garungsbild dasselbe wie bei den 
meisten andern Colistimmen. 

Vergleicht man die mit den verschiedenen Colistémmen 
erhaltenen Zahlen, so zeigt sich eine allgemeine Ubereinstimmung 
des Garungsbildes. Alle Staémme bilden innerhalb des ersten 
Tages kraftig Ameisenséure, dann tritt allmahlich Vergarung 
ein. Genau iibereinstimmende Werte werden nicht erhalten. 
Die verschiedenen Colistémme haben also je nach ihrer Herkunft 
eine verschiedene physiologische Wirksamkeit. 

Von Interesse war es, festzustellen, wie sich das dem 
Bacterium coli commune so dhnliche Bacterium typhi abdominalis 
unter den gleichen Umstinden verhalt. Als Untersuchungsobjekt 
diente ein Stamm aus dem pathologischen Institut der Univer- 


sitat Heidelberg. 
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Nach sind vergoren Ameisensidure 
1 Tag 0,64 °/o 
2 Tagen 0,63 °/o 
3 > 0,52 °/o 
4 » 0,75 °/o 
5 » 0,60 °/o. 


Der Nahrboden ist also fiir das Bacterium vollstindig 
ungeeignet; Ameisensiéure wird nur spurenweise angegriffen. 

Um dem Bacterium typhi abdominalis bessere Bedingungen 
zu bieten, wurden Versuche mit ameisensdurehaltiger Nahr- 
boullion angesetzt und gleichzeitig Bacterium coli commune, 
und zwar der Stamm aus dem pathologischen Institut der Uni- 
versitét Heidelberg und der von Kral unter denselben Be- 
dingungen gepriift. Die Boullion war die in der Bakteriologie 
iibliche Nahrboullion, welche auf 100 ccm einen Zusatz von 
0,4602 g Ameisenséure als Natriumsalz erhielt. Als Garungs- 
gefaiffe dienten die schon weiter oben erwahnten Kolben; jeder 
Kolben enthielt 100 ccm Nahrlésung. 


Stamm pathol. Institut. Mittelwerte. 


Nach sind vergoren Ameisensdure 
1 Tag 20,09 °/o 
2 Tagen 24,92 °/o 
3» 26,81 °/o 
4 » 29,31 °/o 
5 > 30,83 °/o. 
Stamm Kral. Mittelwerte. 
Nach sind vergoren Ameisensdure 
1 Tag 26,11 °/o 
2 Tagen 31,24 °/o 
3 » 35,18 °/o 
4 >» 39,51 °/o 
5 » 43,46 °/o. 


Wahrend Bacterium coli commune in der kiinstlichen 
Nahrlésung am ersten Tage kraftig Ameisensaure bildet, setzt 
in Boullion sofort eine kraftige Vergarung ein, die in den 
folgenden Tagen weiter fortschreitet. Die Unterschiede zwischen 
den verschiedenen Colistimmen sind in Boullion viel gré8er 
als in der kiinstlichen Nahrlosung. 








324 Hartwig Franzen und Heinrich Kahlenberg, 


2 Mittelwerte. 
Nach sind vergoren Ameisensdure 
1 Tag — 3,62 Jo 
2 Tagen 0,85 %/o 
3 » 6,83 °/o 
4 » 14,19 %/o 
5 > 14,80 %/o. 


Im Gegensatz zu Bacterium coli commune bildet Bacterium 
typhi abdominalis innerhalb des ersten Tages Ameisensaure, 
spiter setzt dann eine kraftige Vergérung ein. 
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